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RESUMO

Efeitos do aquecimento global incluem um cenario de clima mais extremo
com secas, inundacdes e ondas de calor mais frequentes, alterando o cenario
ambiental. Dentre espécies tolerantes a situacfes de estresse, encontram-se as
bromélias rupicolas, como Alcantarea imperialis (Carriere) Harms, a qual ocupa
ambientes sujeitos a intensas variagoes de temperatura, o que indica a presenca de
mecanismos fisiolégicos que garantam sua sobrevivéncia. Nesse sentido, pode
tornar-se um modelo para estudo das respostas fisiolégicas aos eventos de
mudancas climéticas, como o aumento da temperatura. Tem sido considerado que
um dos efeitos da exposi¢do a altas temperaturas nas plantas, € o aumento da
protedlise que pode levar a liberacdo de amdnio, dentre outros produtos
considerados toxicos se acumulados. Portanto, esse ion deve ser assimilado com
eficiéncia pela acdo de enzimas como a glutamina sintetase (GS) e glutamato
desidrogenase (GDH). O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades dessas
enzimas em plantas de Alcantarea imperialis, submetidas a diferentes condicdes
térmicas, visando avaliar a assimilacdo eficiente de aménio e a capacidade de
sobrevivéncia no cenario de alteracdo da temperatura. Sementes foram colocadas
para germinar em placas de Petri com papel filtro, a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12h.
As plantas foram transferidas para bandejas contendo como substrato casca de
Pinus, sendo mantidas nas mesmas condicdes durante dois meses. Apls esse
periodo, foram colocadas em camara de germinacdo, em diferentes temperaturas
(25 °C, 37 °C, 15 °C e 37 °C/15 °C), fotoperiodo de 12h e avaliadas por até 15 dias.
As coletas ocorreram em 1 dia, 4 dias, 7 dias, 11 dias e 15 dias. Os resultados
mostraram que a temperatura de 37°C foi que ocasionou maior liberacdo de amonio
nos tecidos aos 15 dias de cultivo, acompanhado de diminui¢do da GS, aumento da
GDH, reducéao dos pigmentos fotossintéticos e dos valores de Fv/Fm. Ja as plantas
mantidas a 15°C apresentaram menores valores para o conteudo relativo de agua,
pequeno aumento de ambénio e aumento de GS. A atividade de GDH nao teve
diferenca significativa, aumento de clorofila a e valores de fluorescéncia proximos
ao controle (25 °C). O tratamento de alternancia (37 °C/15 °C) apresentou valores
dos parametros avaliados mais proximos a 25 °C do que a 37 °C, possivelmente

devido as noites terem temperaturas mais baixas do que durante o dia. Mostrando



que as altas temperaturas constantes dia/noite afetam mais as plantas de A.
imperialis do que as baixas temperaturas. Quando as plantas foram de-aclimatadas,
ou seja, o lote de plantas a 37 °C foi transferido para 25 °C, observou-se reducédo do
contetdo de aménio, aumento dos pigmentos fotossintéticos e aumento do Fv/Fm,
revelando a capacidade de ajustar esses parametros em funcao da diminuicdo da
temperatura de cultivo. E possivel concluir que as plantas de Alcantarea imperialis
sdo resistentes ao aumento da temperatura a 37 °C por até 15 dias. Contudo, a
existéncia de um periodo de frio noturno de 15 °C foi essencial a sua sobrevivéncia,
e mais favoravel a assimilacdo de aménio ou a menor liberacdo desse ion. Esses
resultados indicam a necessidade de manutencéo da amplitude térmica no ambiente
de ocorréncia dessa espécie, condicdo esta considerada ameacada devido as
alteracdes climaticas previstas.

Palavras-Chave: Bromeliaceae, temperatura alta, amonio, aquecimento global,

mudancas climaticas.



ABSTRACT

Global warming effects include a more extreme climate scenario with more frequent
droughts, floods and hot flashes, altering the environmental scenario. Stress tolerant
species include rupicolous bromeliads, such as Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms, which occupy environments subject to intense temperature variations,
indicating the presence of physiological mechanisms that guarantee their survival. In
this sense, it can become a model for studying physiological responses to climate
change events, such as rising temperatures. It has been considered that one of the
effects of exposure to high temperatures in plants is increased proteolysis that can
lead to ammonium release, among other products considered toxic if accumulated.
Therefore, this ion must be efficiently assimilated by the action of enzymes such as
glutamine synthetase (GS) and glutamate dehydrogenase (GDH). The objective of this
work was to evaluate the activities of these enzymes in plants of Alcantarea imperialis,
submitted to different thermal conditions, aiming to evaluate the efficient assimilation
of ammonium and the survival capacity in the scenario of temperature change. Seeds
were placed to germinate in petri dishes with filter paper at 25 + 2 °C and 12h
photoperiod. The plants were transferred to trays containing Pinus bark as substrate
and kept under the same conditions for two months. After this period, they were placed
in a germination chamber at different temperatures (25 °C, 37 °C, 15 °C and 37 °C/15
°C), photoperiod of 12h and evaluated for up to 15 days. The collections occurred in 1
day, 4 days, 7 days, 11 days and 15 days. The results showed that the temperature of
37 °C caused the greatest release of ammonium in the tissues at 15 days of cultivation,
accompanied by decreased GS, increased GDH, reduced photosynthetic pigments
and Fv/Fm values. Plants maintained at 15 °C had lower values for relative water
content, small increase of ammonium and increase of GS. GDH activity had no
significant difference, chlorophyll a increase and fluorescence values close to control
(25 °C). The alternation treatment (37 °C/15 °C) presented values of the evaluated
parameters closer to 25 °C than to 37 °C, possibly due to the nights having lower
temperatures than during the day. Showing that the constant high temperatures day /
night affect the plants of A. imperialis more than the low temperatures. When the plants
were de-acclimated, that is, the plant batch at 37 °C was transferred to 25 °C, a

reduction in ammonium content, an increase in photosynthetic pigments and an



increase in Fv/Fm, revealing the ability to adjust these parameters as a function of
decreasing cultivation temperature. It can be concluded that Alcantarea imperialis
plants are resistant to temperature increase at 37 °C for up to 15 days. However, the
existence of a night cold period of 15 °C was essential for its survival, and more
favorable for ammonium assimilation or less release of this ion. These results indicate
the need to maintain the thermal amplitude in the environment of occurrence of this

species, a condition considered threatened due to the predicted climate changes.

Key-words: Bromeliacea, high temperature, ammonium, global warming, climate

changes.
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1. Introducao

1.1. Temperatura e efeito sobre assimilacao de nitrogénio

As plantas estdo expostas a alteragbes ambientais frequentes, como as
variacOes de temperatura que, segundo Iba (2002), podem ocorrer durante 24h,
apresentando temperaturas mais quentes de dia e temperaturas mais frias a
noite, além daquelas caracteristicas das esta¢des do ano (Ruelland & Zachowski
2010). Em pouco tempo, como minutos, 0s vegetais podem apresentar sintomas
com relacdo a mudanca de temperatura (Larcher 2006). Considerando as
previsdes de mudancas climaticas para os proximos anos, que poderdo alterar
bruscamente as temperaturas, reduzindo-as ou aumentando-as além dos limites
até o momento descritos, investigar a resiliéncia dos vegetais a essas alteractes
torna-se fundamental para a manutencéo do equilibrio do ecossistema (IPCC,
2014 e Nievola et. al., 2017).

Hatfield et. al. (2014), relatou os efeitos das alteracdes de temperatura sob
condicbes extremas (0°C a 50°C), que afetavam o crescimento de plantas
cultivadas. Esse autor enfatizou que essas temperaturas extremas gerariam um
grande impacto desde o inicio da fase reprodutiva até a formacéo de frutas e
graos. Clarkson et. al. (1986) verificaram que as raizes de plantas de Lolium
perene eram formadas em menor nimero quando cultivadas sob temperaturas
inferiores a 25 °C. Esses resultados foram relacionados com a reducédo do
processo de absorcdo de nutrientes acarretando a diminuicdo do crescimento
das plantas. Assim, em temperaturas mais altas, possibilitariam o melhor
desenvolvimento de &rea foliar e raizes. Chaves (2013) em seu trabalho com
espécies de bromélias (Vriesea minarum, Vriesea bituminosa e Aechmea
nudicaulis), menciona que a temperatura alta (35 °C a 65 °C) pode alterar o
metabolismo influenciando a termotolerancia de espécies de bromélias. Esses
autores associaram essas respostas ao aumento do contetudo de amonio, devido
a proteolise.

De acordo com Levitt (1980), variagdes na temperatura podem causar
escassez de agua nos tecidos levando a um estresse secundario. Na sequéncia,
a absorcédo de nutrientes € alterada podendo acarretar um estresse terciario,

como a falta de nitrogénio, por exemplo.
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O nitrogénio faz parte da estrutura quimica de diversas substancias
envolvidas no metabolismo vegetal, como acidos nucléicos, aminoacidos,
proteinas, coenzimas e clorofilas, além de fazer parte de moléculas que atuam
no metabolismo secundario, como os alcaléides (Marschner e Marschner, 2012,
Buchanan et al, 2015). No solo ha pouca disponibilidade de nitrogénio, diferente
da atmosfera, onde € abundante (Epstein e Bloom, 2006). Embora haja
abundancia, o nitrogénio atmosférico precisa ser modificado para as formas
inorganicas, amoénio e nitrato, para que possa ser absorvido pelas raizes das
plantas (Marschner e Marschner, 2012). Contudo, o aumento de amo6nio no
tecido das plantas, quando nao é devidamente assimilado, acaba se acumulando
e intoxicando a planta, causando os seguintes efeitos negativos no metabolismo:
desacoplamento da fotofosforilacdo do transporte de elétrons, altera¢des no pH
intracelular, reducdo do crescimento, e alteracbes no balanco osmoético
(Gerendas et. al, 1997).

Uma outra maneira de sintetizar amonio € através da degradacdo das
proteinas, que desempenham um papel importante na regulacéo dos processos
biolégicos e, o aumento da temperatura pode provocar a protedlise destruindo
substratos e formando produtos indesejados (Buchanan et al.2015). Henckel,
(1964), relata que a elevacado da taxa de protedlise nas plantas ocasionada pelo
aumento da temperatura se deve ao acumulo de nitrogénio soltvel nos tecidos,
em particular, o amoénio.

A assimilacdo do amoénio formado, € realizada tanto pela glutamina
sintetase, presente em todos os tecidos vegetais e com grande afinidade pela
molécula de amoénio (Ruiz et al. 1999; Lutts et al. 1999; Chien e Kao 2000; Hsu
e Kao 2003; Sa'nchez et al. 2004; Demirevska-Kepova et al. 2004; Miflin &
Habash, 2012) quanto pela glutamato desidrogenase que catalisa tanto a
aminacdo do a-cetoglutarato e a desaminacdo do glutamato, que fornece
esqueletos carbdnicos quando ha baixas concentracdes de ion amoniacal
(Kumar et al. 2000) fazendo com que haja uma ligacdo entre metabolismo do
carbono e do nitrogénio. Para o amonio ser assimilado via glutamina sintetase é
necessario o fornecimento de 2-oxoglutarato — produzido em outra rota
metabdlica, o Ciclo de Krebs -, na presenca da enzima GOGAT, da origem a 2
glutamatos, que serdo essenciais para um novo processo de assimilacao (Figura

1). J4 a GDH catalisa a sintese de glutamato a partir de amonio e 2-oxoglutarato,
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NH,*

formando glutamato e agua. Sendo assim, a avaliacdo da capacidade de
assimilacdo do aménio pode indicar a adaptacdo das espécies as condicdes

térmicas que, porventura, induzam ao aumento da producéo do ion.

GS GOGAT

+ > + —

Figura 1- Processo de assimilacdo do aménio via glutamina sintetase

GDH

NH,t + «— +

Figura 2- Processo de assimilagdo de aménio via glutamato desidrogenase

Embora o estresse de temperatura alta seja um dos principais, por afetar
o desenvolvimento e crescimento das plantas, ainda ha poucos trabalhos sobre
o seu efeito na assimilacdo de aménio.

Conforme mencionado anteriormente, ha de se considerar que o aumento
da temperatura pode causar ainda um estresse terciario, que afeta a nutricdo
vegetal (Levitt, 1980). Giri, et. al. (2017), estudando Solanum lycopersicum em
altas temperaturas (35 °C dia / 30 °C noite e 42 °C dia / 37 °C noite), verificaram
que reduz o nivel de absorcdo de nutrientes pelas raizes, que foram afetadas
pelo calor. Assim, o aumento da temperatura que esta previsto para as proximas
décadas (IPCC, 2014) afetaria sobremaneira a producéo de alimento.

Em relacdo as baixas temperaturas, consideradas frias para os ambientes
neo-tropicais, onde sdo encontradas espécies de bromélias, foram relatadas em
Carvalho et. al. (2018), que mostraram que plantas de Nidularium minutum
mantidas a 10 °C apresentaram aumento do conteudo de amonio que foi
associado ao alto teor de 6xido nitrico. Este por sua vez, participa na regulagédo

da expressdo de genes transportadores de amonio, além da formagédo das
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espécies reativas de oxigénio que gera uma protedlise, e contribui para o
aumento do conteddo de amdnio. Os trabalhos que relatam a influéncia de
temperaturas baixas sobre a atividade das enzimas da assimilacdo do amonio
Sao mais escassos, principalmente com plantas de clima tropical. Liu et. al.
(2017), trabalhando com plantas de P. cirratum e H. plumaeforme, mantidas a
3 °C dia/l °C noite, verificaram que quanto mais nitrogénio adicionado ao
substrato, maior a atividade das enzimas GS e GDH, porém foi necessario uma
quantidade muito maior de nitrogénio, para atividade da GDH, devido a
diminuicdo da absorgéo de nutrientes em temperaturas baixas. Os autores ainda
relatam que essa oferta de nitrogénio deixou as plantas mais sensiveis as baixas
temperaturas, ocasionando danos no fotossistema Il e reducdo na assimilacéo
de carbono e nitrogénio.

Poucos sao os trabalhos que visam avaliar respostas simultaneas de
bromélias a diferentes temperaturas. Dentre eles, nosso grupo averiguou o
crescimento da bromélia imperial em plantas jovens mantidas a 26 °C, 15 °C,
15/30 °C e 30 °C. Mollo (2009), verificou diferencas quanto ao tempo de
emergéncia das plantas mantidas em diferentes temperaturas: a 15 °C (50 dias)
a 30 °C (14 dias) e, a 15/30 °C (21 dias). Foi observado menor nimero e tamanho
de folhas e raizes, bem como valores de massa fresca e seca quando as plantas
foram mantidas a 15 °C quando comparadas aquelas cultivadas a 30 °C, as quais
apreserntaram um valor 4 vezes maior dos parametros citados anteriormente.

Segundo Miura & Furumoto (2013) uma situacdo de estresse térmico,
além de influenciar no crescimento dos vegetais, pode ocasionar danos no
fotossistema 1l devido ao desbalanco da capacidade de absorver e dissipar
energia. Esse dano causado devido a fotoinibicdo, afeta tanto as plantas em
baixas temperaturas, como as plantas em altas temperaturas, sendo estas, as

gue sofrem menos danos (Hou et. al., 2016).

1.2 Efeito da temperatura sobre os Fotossistemas

Altas temperaturas podem influenciar na fotossintese inibindo-a antes de
gualquer outro sintoma de estresse (Bjorkman, 1975), como por exemplo,
reduzindo o transporte de elétrons, o que causa modificacdes no fen6meno de

transporte de energia nos fotossistemas (Armond et. al., 1978). Dessa forma,
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pode-se utilizar a teores de clorofila para mensurar a tolerancia fotossintética a
altas temperaturas (Yamada et. al., 1996). Segundo Duarte (2003), quando a
planta € submetida a algum tipo de estresse, pode ocorrer um aumento nos
teores de carotenoides e a diminuicdo da producdo de clorofila. Para Silva &
Rocha et. al., (2011) quantificar indiretamente os carotenoides € importante para
indicar a ambientacdo do vegetal. Assim como em altas temperaturas, a
temperatura baixa também influencia na degradacéo da clorofila, porém, essa
degradagédo das clorofilas a e b s&o muito menores a baixas temperaturas
(Lisiewska et. al., 1997).

A avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a por meio da medicéo da razéo
Fv/Fm (Fluorescéncia variavel/Fluorescéncia maxima), € utilizada para
representar a eficiéncia fotossintética do PSII (Maxwell & Johnson 2000). Fv
representa a diferenca entre Fm e Fo (fluorescéncia minima no escuro; Fo
significa a emissédo de luz pelas moléculas de clorofilas excitadas, antes da
energia ser dissipada para o centro de reacéo do fotossistema Il). Os valores de
Fm indicam a eficiéncia do processo fotoquimico (Rohacek & Bartak 1999).

Quando plantas jovens sdo expostas a luz solar, ocorre um aumento
significativo na temperatura das folhas, intensificando os efeitos da fotoinibicé&o
(Valladares & Pearcy, 1997). Temperaturas de 35 a 42 °C sado consideradas altas
e podem gerar danos diretamente no aparato fotossintético (Wise et al., 2004),
uma vez que causam mudancas na membrana do tilacoide, alterando a
organizacdo funcional e as propriedades fisico-quimicas dessas estruturas
celulares (Berry & Bjorkman, 1980). Além da fotoinibicdo, as temperaturas
elevadas afetam a taxa maxima de assimilacdo de carbono, podendo ser inibida
pela reducdo da condutancia estomética (Law & Crafts-Brandner, 1999).

Ferguson et. al (1991) trabalhando com Nicotiana tabacum citam que
diferentes temperaturas e variagbes na disponibilidade de agua causam
mudancas na fotossintese. Eles mediram Fv/Fo e observaram que a partir de
35 °C (ateé 45 °C), ha uma reducao nos valores desse indice avaliado.

Durante a fotoinibicdo ocorre a reducéo dos valores de Fv/Fm e aumento
dos valores de Fo, reversivel em uma escala de horas ou dias (Skillman &
Osmond 1998). Sabe-se que em plantas submetidas a altas temperaturas,
ocorre um dano menor causado pela fotoinibicdo, do que em plantas submetidas

a baixas temperaturas (Hou et al. 2016).
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As baixas temperaturas como avaliado nas plantas de seringueira, que
foram cultivadas a 10 °C, tiveram reducado da taxa fotossintética e dos valores de
Fv/Fm, associado a fotoinibicdo (Mai et al. 2009). Entretanto, houve a
recuperacdo da eficiéncia do fotossistema Il quando as plantas foram
transferidas para 28 °C. As plantas de milho cultivadas em 15 °C, também
apresentaram reducédo nas taxas de Fv/Fm e, o resultados foram relacionados
com 0s menores teores de pigmento fotossintéticos obtidos (Fracheboud et al.
1999).

Os efeitos do frio sobre os fotossistemas foram relatados por Perez et al.,
(2001) que mostraram que ocorre a inibicdo do crescimento foliar em plantas de
Festuca arundinacea quando transferidas para 12 °C provenientes do cultivo a
25 °C. Estudos realizados por nosso grupo mostraram que espécies de
Bromeliaceae apresentam mecanismos de resisténcia a variacdes térmicas.
Carvalho et. al. (2018) estudando os efeitos do frio (10 °C) em Nidularium
minutum, verificaram que houve uma reducéo da relacdo Fv/Fm em comparacéo
a plantas cultivadas a 25 °C. Os autores sugerem um comprometimento da
transferéncia de energia do complexo antena para os centros de reacao.

1.3. Bromélia imperial (Alcantarea imperialis): tolerancia a alteracdes

térmicas

Vivendo expostos a temperaturas extremas, seca, sol intenso, escassez
de nutrientes, membros de Bromeliaceae ocorrem em regifes neotropicais,
sendo que 40% das espécies dessa familia ocorrem em territorio brasileiro
(Benzing, 2000). Notadamente as espécies que vivem sobre rochas, como
rupicolas, sujeitas a varias situagfes consideradas condi¢Bes estressantes.
Variam do nivel do mar as grandes altitudes, e de locais umidos, como a Mata
Atlantica, onde sdo encontradas 80% das espécies, até regides secas, como a
Caatinga (Benzing, 2000; Nunes 2006; Silva & Gomes 2003).

Endémica da regido de afloramentos rochosos da Serra dos Orgdos do
Estado do Rio de Janeiro, se encontra a “bromélia imperial”’, Alcantarea
imperialis (Carriere) Harms, uma planta ornamental muito utilizada no
paisagismo (Leme & Marigo, 1993) (Figura 3 e 4). Pode atingir de 3 a 5 metros

de altura, com folhas dispostas em roseta vistosa de aproximadamente 1,5
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metros de diametro, que permitem que agua e nutrientes acumulem-se entre
suas folhas, formando um tanque. A inflorescéncia projeta-se, excedendo as
folhas, com numerosas flores alvas contrastantes com as bracteas vermelhas.
Apresenta habito saxicola ou rupicola, sendo exposta a alta luminosidade, a
escassez de 4gua, pouca disponibilidade de substrato e expressivas variacdes
térmicas. Essas condicbes abidticas severas sdo fatores determinantes na
adaptacao das espécies encontradas nesses locais (Porembski 2007). A Serra
dos Orgéos apresenta clima mesotérmico brando superimido — 80 a 90% de
umidade relativa do ar, (classificado, segundo Képpen como Cwb — tropical de
altitude — com curta estacao de seca), o Parque possui temperatura média anual
de 18 °C e indice pluviométrico médio de 2.300mm (Nimer 1977). Devido a
localizacdo na regido mais alta do estado, a temperatura minima no verao é de
24 °C e no inverno pode atingir valores iguais ou inferiores a 0 °C, sendo que a
amplitude térmica anual pode atingir valores desde -5 ° C até 35 ° C (Ilbama
1989).

O fato de Alcantarea imperialis ser nativa de ambiente sujeito a variagcoes
térmicas, indica a presenca de mecanismos fisioldgicos relacionados a tolerancia
ao aumento de temperatura. Nesse sentido, pode tornar-se um modelo para

estudo das respostas fisioldgicas aos eventos de mudancas climaticas.
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Figura 3- Alcantarea imperialis em seu habitat natural — Serra dos Orgdos — Rio de Janeiro (A).
Foto: Luciana Mollo; (B) importancia ecolégica. Foto: www.pinterest.jp/pin/573857177504905949/

Figura 4 — Importancia ornamental da bromélia imperial, utilizada no paisagismo.
Foto: www.pinterest.jp/pin/573857177504905949/
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Considerando que Alcantarea imperialis ocorre em ambiente de grandes
variacles térmicas, essa espécie deve possuir mecanismos de tolerancia a
altas e baixas temperaturas. Surgem questdes a respeito desses
mecanismos:

1) A exposicdo a alta temperatura elevaria os niveis de amdnio, como
ocorre em outras plantas? Se sim, haveria alteracdes nas atividades
das enzimas de assimilacdo de amoénio de modo a impedir 0 aumento
desse ion a niveis incompativeis com a sobrevivéncia dessa espécie?

2) A exposicao ao frio constante alteraria também a formag&o de amdnio

e as atividades das enzimas?

A hipétese deste trabalho baseia-se na adaptacdo dessa espécie as
temperaturas extremas que ocorrem no ambiente natural. Considerando que a
formacdo de amonio pode ser aumentada em resposta a variagdes térmicas,
sobretudo sob aumento da temperatura, € possivel supor que a sobrevivéncia
dessa espécie as mudancas climaticas ocorra devido a alteragdes nos processos
de assimilacdo desse ion pelas enzimas GS e GDH de modo a evitar o acimulo
de amoénio, considerado toxico aos vegetais. As respostas em temperaturas
baixas constantes seriam de uma diminuicdo do metabolismo e ajuste na
atividade dessas enzimas para a assimilacdo do amoénio. Essas respostas
indicariam a plasticidade da espécie as variacdes térmicas.

1.4. De-aclimatacdo: importancia para a avaliacdo da plasticidade

A aclimatagdo ocorre quando uma planta passa de um ambiente de
condicOes favoraveis para um outro em situacao estressante. O retorno dessas
plantas para a condicdo favoravel é denominada de-aclimatagéo (Debat e David,
2001). Para esses autores, essa mudanca pode alterar a fisiologia e morfologia,
ativando mecanismos de resisténcia.

Os efeito da de-aclimatacdo em altas temperatudas podem ser
observados no trabalho de Giri et. al. (2017), que estudando Solanum
lycopersicum, em 25 °C dia/20 °C noite, transferiram para altas temperaturas (35
°C dia/30 °C noite e 42 °C dia/37 °C noite) durante 6 dias e, apos esse periodo

de-aclimataram para as condicdes iniciais. Mostraram um aumento das enzimas
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estudadas (GS e GDH) quando colocadas em altas temperaturas, e ao serem
de-aclimatadas, reducéo nos niveis das enzimas nas plantas que estavam a 35
°C, mas nao nas plantas que estavam a 42 °C, sugerindo que ndo houve uma
recuperacdo completa das plantas.

J& para temperaturas baixas, as respostas relacionadas a de-aclimatagéo
pode ser observada no trabalho de Carvalho et. al. (2018) estudando Nidularium
minutum a 10 °C, de-aclimatou as plantas a 25 °C, verificou que houve um
aumento da razao Fv/Fm e um decréscimo no valor de FO; analisou também o
conteddo de amoénio enddgeno e houve uma reducdo desse parametro. No
entanto, ndo foram encontrados trabalhos que relatassem se as respostas de
assimilacado de amoénio variariam durante a de-aclimatacao.

Nossa hipétese reside na possibilidade de que a alteracdo ocasionada
pela alta temperatura constante seja diferente durante a de-aclimatagdo a
reducdo térmica. De fato, estudar a de-aclimatacdo significa estudar o quao
plasticas as plantas séo e, qual a possibilidade de sobreviverem aos eventos de
mudancas climaticas previstos, principalmente relacionados ao aumento dos

episédios de calor.

2. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as atividades de enzimas do
metabolismo do nitrogénio, relacionadas a assimilacdo de aménio em plantas de
Alcantarea imperialis, com vistas a revelar os mecanismos fisiol6gicos
envolvidos no ajuste térmico, em situacdo de aumento (aclimatacdo) e

diminuicao de temperatura (de-aclimatacao).

3. Materiais e Métodos

3.1. Material Vegetal e condigbes de crescimento

Sementes de Alcantarea imperialis foram desinfestadas e colocadas para
germinar em placas de Petri com papel filtro. Ap6s um més, as plantulas foram
transferidas para bandejas transparentes contendo (600mL de) casca de Pinus
e adubadas quinzenalmente com 40 mL de MS/2 (Murashige e Skoog, 1962 com

50 % da concentracdo de macronutrientes) modificado (sem sacarose e agar).
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Tanto na germinacdo quanto apés a transferéncia, as sementes e plantulas
foram mantidas em sala de cultura com fotoperiodo de 12h, radiacéo

fotossinteticamente ativa de 30 pmol-m=2-s™" e temperatura de 25 + 2°C.

Figura 5 — Material vegetal e condi¢cdo de cultivo do experimento. A) Sementes colocadas

para germinar; B) Plantulas; C) Plantulas transferidas para bandejas com casca de Pinus;

D) Plantas jovens antes de serem transferidas para os tratamentos; E) Condi¢éo de cultivo
em sala de cultura; F) Condicao de cultivo na BOD.
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3.2. Tratamentos de temperatura

Passados trés meses da transferéncia das plantas das placas de Petri
para as bandejas, estas foram mantidas em estufas tipo BOD com as condi¢ges
controladas descritas anteriormente no item 3.1, modificando apenas a
temperatura. Os lotes foram divididos em 25°C — controle (temperatura 6tima
para germinacao verificada por Mollo et. al. 2011), 15°C — temperatura baixa
(temperaturas verificadas por Mollo et. al. 2011), mostrando adaptacdes da
bromélia imperial ao frio), 37°C — temperatura alta (dois graus previstos pelo
IPCC, 2007 — verificar o limite térmico para as injurias), 37°C/15°C — alternancia
dia/noite (inclui o aumento do IPCC 2007, considerando que o ambiente natural
da Alcantarea imperialis € mais frio que o valor estipulado). Os valores de
temperatura alta e baixa isolados seviram para verificar o efeito direto da
temperatura. Ainda parte do lote que estava a 37°C, apos 7 dias, foram
transferidos para 25°C novamente, para de-aclimatacdo. Foram realizadas
coletascom 1, 4, 7, 11 e 15 dias apds terem sido colocadas em cada tratamento,
que serviram para as analises descritas a seguir.

O esguema a seguir representa os tratamentos térmicos utilizados.

25°C

Germinacado e Desenvolvimento

90 dias

25°C 15°C 37°C/15°C 37°C 37°C

7 dias
25°C
De-aclimatacao

Figura 6 - Fluxograma do experimento, indicando as temperaturas utilizadas
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3.3. Biometria

Para as analises biométricas realizadas foram separadas 10 plantas de
cada coleta e realizadas as medic¢des (numero de folha, nimero de raiz, tamanho
de folha em cm, tamanho de raiz em cm e folhas mortas). Essas medidas foram
realizadas apos 15 dias de cultivo nas plantas mantidas nos diferentes

tratamentos térmicos.

3.4. Conteudo relativo de agua

Para avaliar o teor relativo de agua das plantas, as folhas foram pesadas
pouco tempo apds cada coleta (peso fresco, FW), sendo entdo reidratadas em
agua destilada por 24 h no escuro (peso turgido, TW). Apos este periodo, eles
foram transferidos para um forno a 60 ° C até atingir um peso constante (peso
seco, DW). O teor de agua foi expresso de acordo com a férmula (Barrs e
Weatherley, 1962):(FW e DW)/(TW e DW)*100

3.5. Registro termografico

Termografia € definida no dicionario como sendo uma técnica que permite
mapear um corpo ou uma regiao com o intento de distinguir areas de diferentes
temperaturas, sendo, portanto, uma técnica que permite a visualizac&o artificial
da luz dentro do espectro infravermelho.

Os termogramas, obtidos utilizando-se um termovisor (Testo®), serdo usados
para avaliar os efeitos dos tratamentos com diferentes temperaturas em todas
as coletas, no gradiente de temperatura das plantas amostradas ao longo da
parte aérea e da raiz utilizando-se da metodologia apresentada em Liu Y et al.
(2011).

Os registros termograficos deste trabalho podem ser encontrados no anexo
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3.6. Conteudo de ambnio endégeno

Preparacdo do material vegetal: amostras de 0,1 g de massa fresca foliar
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 e recolhido o sobrenadante.

Para a determinacdo do conteudo enddgeno de NH,* foi utilizado o
método de acordo com a reacao conhecida como fenol-hipoclorito (Weatherburn,
1967; MCcullough, 1967), nesta reacao foram utilizados 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 Na2HPO4.12H20, 1% (v/v) de
hipoclorito de soédio (10-14% CI2) e 0,5% (m/v) de NaOH. Em microtubos tipo
eppendorf, foram aliquotados 200 ul do extrato vegetal de cada amostra e,
adicionado 0,5 ml do primeiro reagente e 0,5 ml do segundo reagente. Apds
agitacao dos microtubos, a mistura permaneceu em banho-maria a 35°C por 30
minutos. Posteriormente, as amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 625
nm. Microtubos contendo de 0,002 a 0,03 pmol de NH,* ((NH4)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¢des
que as amostras, até a leitura em espectrofotbmetro. A dosagem de amdnio
endogeno foi expressa em umol de aménio por grama de massa seca (umol
NH,*. g -1 MS).

3.7. Analise enzimatica da glutamina sintetase (GS) e glutamato

desidrogenase (GDH)

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 determinacéo foi realizada com base no método descrito por Bulen
(1956) com as seguintes modificagOes devido a padronizagéo realizada neste
trabalho para A. imperialis (Anexo 2).

Para a extragdo, cada um dos tratamentos, foram utilizadas 0,2 g de

massa fresca foliar. As amostras foram trituradas em almofariz com nitrogénio
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liguido até a obtencédo de um po 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 tampéao 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 dessalinizado em coluna PD10 (Sephadex G-25) e mantido a
4°C para a determinacéo das atividades de GS e GDH.

No ensaio enzimatico da GS, o volume total da reacdo enzimatica foi de
0,5 ml, constituido por: 0,1 mM de tamp&o imidazol, cujo pH foi 7,5, 49 mM de
hidroxilamina, 40 mM de MgCI2, 160 mM de glutamato e 45 mM de ATP. A
reacao foi iniciada com a adicao de 50 uL do extrato enzimatico e, incubacéo a
temperatura de 35°C por 1 hora. Apés esse periodo a reacao foi interrompida
com a adicdo de 1 mL da solucéo de parada, constituido por: 0,123 M de cloreto
férrico, 0,25 M de HCl e 0,1225 M de &cido tricloroacético (TCA). A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotobmetro a 540nm. A atividade da enzima foi
expressa em mmol gama glutamil hidroxamato por hora por grama de massa
seca (mmol YGH. h-1.g -1 MS).

O ensaio enzimatico da GDH, a atividade da GDH-NADH foi quantificada
por meio do consumo de NADH gasto na rea¢éo, cujo o volume total foi de 1 ml,
constituido por tampéo 0,1 M de TRIS com pH 8,2, 13,3 mM de 2-oxoglutarato,
0,1 M de (NH4)2 SO4, 0,16 mM de NADH. Todos os reagentes foram mantidos
a temperatura de 30°C por 10 minutos antes de comecar a rea¢ao enzimatica,
iniciada pela adicéo de 0,25 mL de extrato enziméatico e, imediatamente lido em
espectrofotometro a 340 nm. O delta de decaimento (slope) foi calculado
utilizando a faixa linear das absorbancias anotadas dentro de um periodo de trés
minutos. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo
molar (¢ 340) de 6,22 x 106 mmol -1 cm -1 e a atividade expressa em umol de
NADH consumido por minuto por grama de massa seca (umol NADH. min -1 . g
-1 MS).

3.8. Conteudo 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
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modificacdes. A massa fresca foliar foi triturada em nitrogénio liquido e 0,05 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 novamente com a mesma amostra e
posteriormente os dois sobrenadantes de foram combinados para a leitura em
espectrofotometro. Os comprimentos de ondas para a leitura em
espectrofotdbmetro, assim como as equacgfes para o célculo de conteudo de
pigmentos fotossintéticos foram utilizados de acordo com o descrito por
Lichtenthaler e Buschmann (2001) e expresso em miligrama de pigmento por

grama de massa seca (mg. g -1 MS).

3.9. Fluorescéncia

Para a determinacdo de fluorescéncia, utilizou-se um medidor de
fluorescéncia da Hansatech. As leituras foram realizadas na epiderme adaxial
com folhas de 10 plantas totalmente expandida, ap6s adaptacdo no escuro por
30 minutos. Foram avaliados os parametros de fluorescéncia inicial (FO), maxima
(Fm), variavel (Fv) e a eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm), caracterizando o

funcionamento das antenas e estresse sofrido pela planta.

3.10. Analise estatistica

A conducéo do experimento foi totalmente casualizado. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com variacdo entre médias
comparados usando o teste de Tukey em P <0,05. Foram utilizadas no minimo
20 plantas por tratamento térmico para cada analise biométrica e 200 para as

analises bioquimicas.

4. Resultados e discussao

A porcentagem de sobrevivéncia das plantas mantidas nas diferentes
temperaturas foi diferente entre os tratamentos. As plantas mantidas a 37°C,

apresentaram individuos mortos apdés 15 dias de cultivo (porcentagem de
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sobrevivéncia de 45%), sendo que ao final de 30 dias, todas mantidas nessa
temperatura, estavam mortas. Por este motivo, 15 dias foi o periodo maximo de
cultivo das plantas em todos os tratamentos térmicos. Daniell et. al. (1969)
estudando plantas de Glycine max L. e Elodea canadensis Michx, verificaram a
morte de ao menos 40% das folhas quando as plantas foram submetidas a
temperaturas que variavam de 47 °C até 57 °C. Os autores atribuiram esse efeito
a uma desorganizacdo e desintegracdo das membranas dos cloroplastos e
tonoplasto. No caso da bromélia imperial, o limite térmico foi menor (37 °C
constantes) o que pode estar relacionado ao ambiente de origem da espécie,
caracterizado por apresentar temperaturas menores a noite (5 °C) (Ilbama, 1989).

Os efeitos deletérios das altas temperaturas podem ocorrer em horas
(Larcher, 2006) inclusive para espécies nativas, conforme corroborado pelo
trabalho de Chaves et. al. (2014), que avaliou os efeitos da alta temperatura, em
plantas da bromélia Aechmea blanchetiana (Baker) L.B. Sm. Esses autores
mostraram o decaimento dos valores de Fv/Fm apdés 10 horas a 35 °C. Para a
bromélia estudada neste trabalho, Alcantarea imperialis, o decaimento de Fv/Fm
ocorreu apenas apos 7 dias, revelando uma resisténcia maior a alta temperatura
de 37 °C constantes em relacdo a esse parametro. Essa resisténcia pode estar
relacionada com o ambiente natural dessa espécie onde as temperaturas
maximas chegam aos 35 °C (Ilbama, 1989)

Os dados de crescimento das plantas jovens da bromélia imperial
mantidas nas diferentes temperaturas estdo na Tabela 1. Apos os 15 dias de
experimento, as plantas a 25 °C e alternancia apresentaram maior
desenvolvimento da parte aérea, diferente das plantas mantidas em 37 °C e 15
°C. Contudo, as plantas mantidas nestes ultimos tratamentos mostraram valores
maiores para as medidas da parte radicular. Por outro lado, das plantas
cultivadas em 25 °C e alternancia, mostraram menor desenvolvimento do
parametro avaliado.

Lafta e Lorenzen (1995) estudando dois cultivares de batata (Solanum
tuberosum L.), verificaram uma reducéo no crescimento das folhas das plantas
mantidas em altas temperaturas (31 °C dia/29 °C noite), devido a sensibilidade
das cultivares a altas temperaturas. De modo oposto, Perez et al. (2001)
mostram que a exposi¢ao ao frio pode causar a inibicdo do crescimento foliar de

plantas de Festuca arundinacea quando transferidas do cultivo a 25 °C para 12
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°C. J& Clarkson et al. (1986) mostraram ter havido a formac¢ao de numero menor
de raizes em plantas de Lolium perene cultivadas sob temperaturas inferiores a
25°C. Esses autores relacionaram esse aumento do numero de células, como
consequéncia da maior absorgéo de nutrientes.

O teor relativo de agua da bromélia imperial foi maior a 37 °C em
comparacao a 25 °C (Tabela 1), o que mostra a capacidade de reter 4gua nos
tecidos, apesar do possivel aumento da transpiracdo em funcéo da temperatura
alta constante. E possivel supor que ela fechou os estdmatos e, ainda, pode
estar desenvolvendo CAM nessa condi¢cdo, apesar de ser considerada C3
(Crayn et al., 2000). Mollo (2017), ao submeter plantas de A. imperialis a
alternancia (30 °C/15 °C), houve um aumento do contetdo de malato no periodo
noturno, indicando a mudanca da fotossintese. Nievola et al. (2005) avaliando
plantas de Ananas comosus clonadas e cultivadas in vitro apresentavam
reducdo no crescimento quando mantidas em alternancia (28 °C claro/15 °C
escuro) e maior atividade da enzima fosfoenol piruvato carboxilase noturna em
relagdo aquelas mantidas a 28 °C constantes, relacionando esses dados a
ocorréncias de CAM. Segundo Martin (1994), as temperaturas noturnas mais
baixas estimulam a absorcéo de gas carbdnico em Bromeliaceae. Logo, a noite
fria pode ser determinante a sobrevivéncia das plantas sob danos maiores por
alta temperatura durante o dia.

Cansev (2012) verificou também ser possivel manter o contetdo relativo
de agua em temperaturas altas. Em seu trabalho com azeitona, observou que o
teor relativo de agua era estavel até 45 °C, reduzindo a 50% desse conteudo
quando a temperatura atingiu 50 °C. Sugerem que 0 estresse em altas
temperaturas afeta o crescimento e o desenvolvimento da oliveira, reduzindo o
conteudo de agua e inibindo a fotossintese, somente quando a temperatura esta
acima de 50 °C. Por outro lado, Crawford et. al. (2012), estudando o impacto
que a alta temperatura (28 °C) gera no desenvolvimento de plantas de
Arabidopsis thaliana, verificaram que ha uma maior perda de agua, capacitando
o resfriamento das folhas. Sugerem que isso ocorre atraves da evaporacao foliar,
que contribui para diminuir a temperatura das folhas que absorverdo agua do
solo, em ambiente bem irrigado. Esse resultado € diferente do que ocorreu neste
projeto com A. imperialis, que manteve agua nos tecidos mesmo sob alta

temperatura. E possivel supor que, uma vez que a bromélia imperial, vive em um
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ambiente rupicola e a disponibilidade de agua é baixa, ela capta agua da
atmosfera e a retém nos tecidos. Vale lembrar que ha alta umidade em seu
ambiente natural (Nimer, 1977). Cach-Pérez et. al., (2014) recentemente
publicaram uma revisdo sobre as bromélias serem adequadas aos estudos de
mudancas climaticas globais (Andrade, 2003; Graham; Andrade, 2004).

A tabela 1 mostra que as plantas mantidas a 15 °C apresentaram o menor
conteudo relativo de agua. Esse resultado pode indicar uma diminuicdo na
absorcdo de &gua resultado da temperatura baixa, o que, indiretamente,
causaria uma diminuigao na absorc¢ao de nutrientes, como ilustrado por Larcher
(2006). Entretanto, existem trabalhos que mostram o inverso, ou seja, em
temperaturas baixas o frio induz o acimulo de 4gua nos tecidos, como foi visto
por Carvalho et. al. (2018) em seu trabalho com plantas da bromélia Nidularium
minutum. Porém, essas plantas foram submetidas a uma temperatura menor, de
10 °C. Os autores associaram esse resultado ao aumento do conteudo de
carboidratos solUveis que contribuiriam como osmoprotetores. De modo
interessante, as plantas jovens de A. imperialis conservam agua no calor e ndo
no frio. Porém foi observada cerca de 50% de morte de plantas aos 15 dias a
37° C constantes. E possivel supor que o excesso de agua acumulada tenha
culminado nesse resultado. De acordo com Crawford et. al. (2012) que
estudaram temperatura alta (28 °C) em Arabidopsis thaliana, ha necessidade de
reciclar agua para resfriar os tecidos, do contrario, esses autores mencionam
gue pode levar a planta a senescéncia.

As imagens termograficas de A. imperialis mostram o aquecimento dos
tecidos de modo diferente entre raiz e parte aérea. E possivel supor que o
contato com o substrato tenha interferido na temperatura, pois apresentava

temperatura menor. (Anexo 2)

33



Tabela 1 - Parametros biométricos e contetdo relativo de agua analisados da parte aérea e

radicular de A. imperialis, ao final dos experimentos que ocorreu apos 15 dias nos tratamentos

térmicos e na de-aclimatacdo. Letras mindsculas distintas, indicam diferenca significativa na

analise de variancia (ANOVA) com variacdo entre médias comparados usando o teste de Tukey

em P <0,05.

25°C 15°C 37°C 37°C/15°C
Numero de folhas 8,20+0,63 a 7,30+£0,67 b 6,60+0,84b 6,80+0,42b
Numero de raiz 1,70+0,48 b 1,90+0,74 a 2,00 £ 0,00 a 1,60+0,70 b
Tamanho de folha (cm) 2,63+0,19a 2,31+0,43b 2,20+0,28 b 2,55+0,25a
Tamanho de raiz (cm) 0,65+0,30b 0,65+0,38b 1,14+0,36a 0,84 +0,28 ab
Folhas mortas 0,00 £0,00 a 0,00 £0,00 a 1,50+0,71a 0,00 £ 0,00 a

Conteudo relativo de
agua

89,24+0,39ab

81,99+0,68b

92,19+0,54 a

86,35+0,47 ab
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Apos 7 dias cultivadas no calor, foi possivel verificar alteracfes nas atividades
das enzimas, como a diminuicdo da GS aos 37 °C em comparacédo aos 25 °C
(Figura 7B e 7C). As concentragdes de amonio foram inferiores aos 11 e 15
dias de cultivo na temperatura alta em comparagdo a todos 0s outros
tratamentos (Figura 7A). Os valores reduzidos de atividade de GS ocorreram
ja em pequenas concentracdes de amonio (45,30 pug NH,/g MF) que pode ter
sido o efeito da temperatura alta sobre o funcionamento da enzima. Embora
nao tenham avaliado o efeito direto da temperatura, Zhong et. al (2017)
verificaram que a producédo de graos de arroz era afetada pela falta de 4gua de
acordo com o suprimento de nitrogénio, e mostraram que ha uma reducéo da
enzima GS em alta disponibilidade de nitrogénio (7.15 mM), sugerindo que o
metabolismo no nitrogénio deve estar associado a tolerancia da fotossintese a
agua, que afeta a difusdo do gas carbdnico e ajuste osmatico. Liang et. al.
(2011), que estudaram duas variedades de arroz. Esses autores verificaram
um decréscimo na atividade de GS quando as plantas foram mantidas em alta
temperatura (35 °C/29 °C — dia/noite). Cui et. al. (2006) ao estudarem dois
cultivares de Festuca arundinacea, uma tolerante ao calor (Jaguar 3 — J3) e
uma sensivel ao calor (TF 66 — T6), também relataram uma reducdo na
atividade da GS mesmo em maiores concentracdes de amonio, observadas em
10 e 20 dias do tratamento em alta temperatura (35 °C/30 °C). Esses autores
concluiram que houve uma relacdo significativamente negativa entre o
aumento da concentracdo do amonio e a reducdo da atividade de GS,
provavelmente causada pela temperatura. Assim, a reducdo na atividade da
GS ocasionou a diminuicdo da assimilagdo de amonio por essa via (Chien e
Kao, 2000). Isso corrobora com os resultados obtidos em A. imperialis. Foi
observado o aumento do aménio de acordo com a sensibilidade da planta a
temperatura, levando a uma diminuicdo da atividade da enzima GS. E possivel
supor que os periodos maiores que 7 dias tenham relacdo com aumento da
protedlise culminando com os maiores valores de amonio (472,47 ug NH./g MF
e 810,26 pg NH,/g MF, para 11 e 15 dias respectivamente), como relatado por
Henckel (1964), que sugere que 0 aumento da temperatura eleva a taxa de
protedlise nas plantas, fazendo com que se eleve o acumulo de nitrogénio

soluvel nos tecidos, em particular, a amonia, intoxicando a planta.
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De modo interessante, quando as plantas de A. imperialis foram
mantidas em temperaturas alternadas, em 37° C somente no periodo de claro,
nao foi observado o mesmo resultado que quando mantidas na temperatura
alta constante. Provavelmente a diminuicdo da temperatura no periodo de
escuro favoreceu recuperacao da bromélia imperial garantindo a sobrevivéncia.
As atividades de GS foram similares aquelas das plantas mantidas nos
tratamentos mais frios. Uma vez que as temperaturas selecionadas para este
trabalho ocorreram com base na previsdao do IPCC (2007) referente ao
aguecimento global, A. imperialis se mostrou resistente a essa previsao, desde
gue a temperatura do periodo noturno néo seja elevada.

Por outro lado, a partir do 11° dia, a GDH a 37°C teve um aumento
significativo, mas os demais tratamentos e dias de coleta, ndo tiveram diferenga
significativa (Figura 7C). O mesmo pode ser observado no trabalho de Cui et.
al. (2006) que mostrou que atividade de GDH ndo alterou até 10 dias de
estresse em alta temperatura, mas em T6, apds os 20 dias de tratamento
aumentou em comparacao ao controle. J& o cultivar Jaguar 3, diferente de TF
66 e A. imperialis, diminuiu a atividade da GDH. O comportamento diferencial
do GDH nas duas cultivares de Festuca, mostra que ha uma possivel
associacdo da enzima com a tolerancia ao calor. O aumento da GDH mostra
gue pode desempenhar um papel importante na assimilagdo de amoénio em
cultivares sensiveis ao calor e, sendo assim, também corrobora com estudos
anteriores feitos por (Lutts et al. 1999; Llorens et al. 2000). Acredita-se que esse
aumento da GDH ocorre, devido a uma quantidade elevada de amoénio
(Magalh&es e Huber, 1991, Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011). Por outro
lado, alguns autores apontam que a principal atividade catalitica desta enzima
in vivo seja a desaminacgéo do glutamato (Miflin & Habash, 2002, Lea & Miflin,
2003, Masclau-Daubresse et al., 2010), nesse caso, pode-se concluir, que a
maior atividade da GDH nas plantas de A. imperialis, a partir do 11° dia de
calor, seja no sentido de assimilar o amonio, que foi produzido em grande
guantidade devido ao aumento da temperatura.

Logo apds um dia de exposicao ao frio constante de 15°C, foi verificado
um aumento de amonio, e ao final do experimento, aos 15 dias, também houve

um aumento significativo desse ion (Figura 7A). O mesmo pode ser observado
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no trabalho de Calatayud et al. (2008) ao estudar rosas mantidas a 10 ° C e no
trabalho de Carvalho et. al. (2018) nas plantas de N. minutum mantidas a 10 °C.
Esse fato pode ser associado a formacdo de amoénio a partir da absorcéo e
hidrélise de proteinas (Zhang et al., 2016; Liu et al., 2017).

A 15°C, aos 15 dias ha um aumento significativo da enzima GS (Figura
7B). Como ja citado anteriormente, Liu et al. (2017), avaliaram as baixas
temperaturas (3 °C dia/l1 °C) em duas espécies de musgo P. cirratum e H.
plumaeforme e, verificaram que as baixas temperaturas em combinagdo com
maior disponibilidade de diferentes fontes nitrogenadas, maior a atividade da
enzima GS, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho com A.
imperialis. Esse aumento da atividade da GS pode intensificar a assimilacéo de
amonio (Tang et al, 1999; Zhu et al, 2001; Miflin et al, 2002; Jin et al, 2007).
Pode-se concluir que o aumento da GS e a baixa quantidade de aménio, em
comparacao as plantas cultivadas a 37 °C, ocorreram devido a intensificacdo

da assimilacao desse ion.
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Figura 7 - A) Contetdo de aménio enddgeno, B) Atividade da glutamina sintase (GS) e C) atividade da glutamato desidrogenase (GDH) na parte aérea de A.

imperialis, nas diferentes temperaturas.
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A figura 8 mostra o teor de pigmentos fotossintéticos nas plantas
de A imperialis mantidas nas diferentes temperaturas. Verificou-se um
decréscimo dos teores de clorofila e carotenoides nas plantas mantidas a
37 °C, no decorrer do periodo de cultivo, quando comparadas aquelas do
tratamento controle (25 °C). Shah & Paulsen (2003) mostraram que a
resposta de plantas de trigo mantidas em altas temperaturas
(35 °C/30 °C), ocorreu logo na primeira semana de exposicdo. Esses
autores observaram uma reducgéo na fotossintese e, uma reducgéo ainda
maior quando esse estresse foi combinado a periodos de seca. Camejo
et. al. (2004) estudando duas variedades de tomate, verificaram que ao
serem colocadas em altas temperaturas (45°C e 40°C), houve um
aumento de clorofila a, uma reducdo de clorofila b e o aumento de
carotenoides. Sugeriram que o aumento de clorofila a e carotenoides
serviu para proteger o aparato fotossintético frente a temperatura elevada
e alta luminosidade. Em baixas temperaturas, o teor de clorofila e
carotendides em A. imperialis (Figura 8A, 8B e 8C) aumentou, com
destaque para a clorofila a (Figura 2A), com valores duas vezes mais altos
guando comparados ao tratamento controle de 25 °C. Shah & Paulsen
(2003) mostraram que as plantas de trigo colocadas em baixas
temperaturas, 15 °C/10 °C tiveram um decaimento na fotossintese.
Plantas de milho cultivadas a 15 °C, também apresentaram aos menores
teores de pigmentos fotossintéticos, que foram associados a reducao nas
taxas de Fv/IFm (Fracheboud et al., 1999). Os trabalhos citados nao
corroboram com o que aconteceu no resultado de temperatura baixa em
A. imperialis. Possivelmente, esse aumento de clorofila a serviu para
proteger o aparato fotossintético da planta em baixas temperaturas.

Avaliando a fluorescéncia das plantas de A. imperialis mantidas a
37 °C, foi observado um decréscimo nos valores de FO e Fv/Fm a partir
do 7° dia, que persistiu até o 15° dia (Figura 9A e 9C), em comparacao
com o tratamento controle. Ferguson et al. (1991) mostram em seu artigo
gue quanto maior a temperatura (até 40 °C) durante 8 dias de experimento
em plantas de tabaco e milho, apresentaram menores os indices Fv/Fm,

corroborando com os dados obtidos com Alcantarea imperialis em 37 °C
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para do 7° ao 15° dia. Esses dados sugerem gue houveram danos no
aparato fotossintético.

Verificou-se que os valores de Fv/Fm para as plantas de A.
imperialis mantidas a 25 e 15° C, estiveram proximos a 0,800 (Figura 9C),
diferente do que ocorreu no trabalho de Carvalho et. al (2018) estudando
os efeitos do frio (10 °C) em Nidularium minutum, verificaram que houve
uma reducéao da relacdo Fv/Fm, uma vez que afetou o potencial maximo
da eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, apés 72 h. Os autores
sugerem um comprometimento da transferéncia de energia do complexo
antena para o0s centros de reacdo, apos verificar um aumento na
fluorescéncia inicial nas plantas que foram transferidas para 10° C. E, o
mesmo ocorreu com os resultados observados para a bromélia Aechmea
blanchetiana e trigo cultivado a 10 °C e entre 0 e 8 °C, respectivamente
(Groom e Baker, 1992; Chaves et al., 2014). E possivel concluir que o frio
nao interferiu na eficiéncia de A. imperialis, uma vez que os valores de
Fv/IFm de temperatura baixa ficaram préximos aquelas mantidas a 25° C.

As plantas em alternéncia mostraram uma queda nos valores de
Fv/Fm a partir do 4° dia, porém uma queda menor do que nas plantas
mantidas a 37 °C, comparadas ao controle (25 °C) e, houve um aumento
nos valores de FO observados nas plantas em alternancia a partir do 11°
dia, juntamente com a reducao nos valores de Fv/Fm (Figura 9A e 9C),
sugerindo que a temperatura noturna mais baixa tenha amenizado os
danos que seriam causados pela temperatura alta constante.

Os resultados obtidos nesse trabalho com A. imperialis, sugerem
que os valores proximos ao controle em baixa temperatura resultou em
pouco ou nenhum dano a fotossintese; em temperatura alta, os valores
muito abaixo ao controle, geraram grandes prejuizos na fotossintese; e,
em alternancia os valores sdo menores em relacdo ao controle, mas
superiores aos constantes de 37 °C. Logo, pode-se concluir que altas
temperaturas causam mais danos as plantas de A. imperialis, ao avaliar

a fluorescéncia.
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Os resultados referentes as analises das plantas de A. imperialis
que foram transferidas da condicdo de tratamento constante de 37° C por
7 dias, para 25° C, aqui denominada de-aclimatacdo (Debat e David,
2001) estao na tabela 2 e figura 10. As plantas apresentaram o aumento
da quantidade de raiz, tamanho de raiz e tamanho de folha; ndo houveram
folhas mortas. Apos 7 dias a 37 °C (TI) as plantas estavam com contetdo
relativo de agua a 74,08%, apos ser de-aclimatada e avaliada depois de
15 dias, o conteudo de &gua estava em 90,72%. Rapacz (2002),
estudando a de-aclimatacgé&o de Brassica napus var. Oleifera, verificou que
a partir da segunda semana de de-aclimatacéo, as plantas aumentaram
seu crescimento e continuaram crescendo até o fim do experimento,
corroborando com os dados obtidos neste trabalho. Ao avaliar esses
dados é possivel sugerir que apds as plantas de A. imperialis terem
passado 7 dias em temperatura alta constante e depois serem de-
aclimatadas, conseguem se recuperar e manter seu crescimento e
desenvolvimento.

O teor de clorofila a diminui significativamente nas plantas de-
aclimatadas e os teores de clorofila b e carotenéides permanecem sem
diferenca significativa, comparadas ao tempo inicial (TI) (Figura 8A).
Foram observados também menores valores de FO e um aumento nos
valores de Fv/Fm nas plantas que tinham passado pelo periodo de 7 dias
a 37° C constantes antes de serem transferidas para 25° C (Figura 8B).
N&do foram encontrados trabalhos de de-aclimatacdo em altas
temperaturas que relatam os parametros citados anteriormente. O
processo de recuperacdo da bromélia imperial, indicam uma fotoinibicao
dindmica, que € a capacidade de recuperacdo da planta apés ter sofrido
algum estresse. Porém nao se reestabeleceu totalmente, uma vez que o
tempo passado em temperatura alta possivelmente prejudicou a clorofila,
devido a diminuicdo de clorofila a.

Nas plantas a 37 °C apos 7 dias, € possivel observar inicialmente
um aumento de aménio de até 4 dias e, posteriormente, uma queda,
aproximando os valores do tratamento controle de 25 °C (Figura 8C).
Juntamente com o amoénio, GS também sofreu alteracdes, manteve-se

ainda um pouco abaixo do controle e GDH se manteve sempre com
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valores proximos ao controle (Figura 8D). Giri et. al. (2017) cultivaram
Solanum lycopersicum, em 25 °C dia/20 °C noite e transferiram para
temperaturas mais altas (35 °C dia/30 °C noite e 42 °C dia/37 °C noite)
durante 6 dias. Apds 6 dias, as plantas foram de-aclimatadas para 25 °C
dia/20 °C noite. Relataram que houve um aumento das enzimas
estudadas (GS e GDH) quando colocadas em altas temperaturas, e ao
serem de-aclimatadas, as plantas que estavam a 35 °C baixaram os niveis
das enzimas, porém as plantas que estavam a 42 °C mantiveram
constante os niveis de GDH e aumentaram um pouco mais 0s hiveis de
GS. Desse modo, os autores sugerem que houve uma recuperagéo quase
completa das plantas. Os dados de GS avaliados corroboram com o que
foi obtido nesta dissertacéo, porém os dados de GDH sao diferentes, uma
vez que nao houve alteracdo na GDH quando as plantas de A. imperialis
foram mantidas em altas temperaturas antes de serem de-aclimatadas.

Como a de-aclimatacéo a 25 °C nao restaurou as atividades de GS
igual ao controle a 25 °C, é possivel que parte do aparato enzimatico
tenha sido afetado pelo periodo de calor. Trabalhos encontrados que
avaliam a enzima referida, utilizam, na metodologia, a temperatura de 30
°C (Elliott, 1955 apud Farnden e Robertson, 1980; Kurita, 2015; Silva,
2016).

Resultados sobre de-aclimatacdo em bromélias sdo escassos.
Contudo, os resultados avaliados por nosso grupo de pesquisa sobre a
de-aclimatacdo ap6s a exposicdo ao frio em plantas da bromélia N.
minutum, apontam para a plasticidade de espécies desse grupo. Nesse
trabalho foi observado que as plantas que estavam a 10° C e foram
transferidas para 25° C apresentaram recuperagdo nos valores de
pigmentos fotossintéticos que foram alterados, baixos valore para FO e
valores mais altos da razdo Fv/IFm quando comparadas as plantas
mantidas a 10 °C permanentemente, indicando a capacidade de
restauracdo do aparato fotossintético (Carvalho et. al. 2018). Nesse
mesmo trabalho foi verificado que ao de-aclimatar as plantas de
Nidularium minutum houve uma reducdo no conteddo de aménio
endogeno. Considerando que existem respostas idénticas das plantas a

diferentes tipos de estresse (Levitt, 1980; Larcher, 2006), € possivel supor
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gue os parametros avaliados neste trabalho sejam importantes para
identificar a resiliéncia das espécies vegetais aos eventos de alteracdes
climaticas que levam a estresses simultaneos. Neste sentido, a busca por
conhecimento acerca dos mecanismos de resisténcia torna-se cada vez

mais necessaria.
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Tabela 2 - Parametros biométricos e contetdo relativo de agua analisados da parte aérea e
radicular de A. imperialis, no Tempo inicial (TI), referente aos 7 dias a 37°C e na de-aclimatagdo
ao final do experimento (15 dias). Letras mindsculas distintas, indicam diferenca significativa na
andlise de variancia (ANOVA) com variagdo entre médias comparados usando o teste de Tukey
em P <0,05.

T De-aclimatacdo

Numero de folhas 6,20+0,79 a 5,70£0,67 b
Numero de raiz 1,40+0,52b 2,40+0,52 a
Tamanho de folha (cm) 1,83+0,25b 2,93+0,453a
Tamanho de raiz (cm) 0,44 +0,08b 0,86+0,30a
Folhas mortas 0,00 £0,00 a 0,00 +0,00 a
Conteldo relativo de agua 74,08+1,18b 90,72 +0,46 a
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5. Concluséao e Perspectivas futuras

As plantas de Alcantarea imperialis, com base nos parametros avaliados
nessa dissertacdo, podem ser consideradas resistentes as mudancas climaticas
previstas pelo IPCC, desde que a temperatura noturna seja baixa, pois esta é
determinante na sobrevivéncia das plantas sob danos maiores por alta
temperatura.

Caso haja um periodo de uma semana de temperatura alta constante e
posteriormente temperaturas mais amenas por volta dos 25 °C, as plantas
resistem e sdo capazes de se recuperar dos danos sofridos pelas altas
temperaturas.

Tendo em vista esses resultados, é possivel identificar os genes
responsaveis por essa resiliéncia.

Visando esclarecer melhor o funcionamento da planta em altas
temperaturas, seria necessaria a analise de outros parametros: contetdo dos
acidos organicos para verificar se houve aumento de malato e critrato, que
servem como protetores na intoxicacdo por amodnio, por exemplo, e na

BN

homeostase da planta sob situacdo de estresse, levando a aclimatacéo;
metabolismo &cido das crassulaceas (CAM) para ver se € induzido nessa
condicdo; conteudo de carboidratos sollveis, para verificar a capacidade de
osmorregulacdo da planta, devido ao efeito secundario do estresse por
temperatura, a seca; danos de membrana, medindo peroxidacéo lipidica (LPO);
e sistema antioxidante enzimatico - superoxido dismutase (SOD), glutationa
redutase (GR), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT), devido ao estresse

oxidativo gerado pelas altas temperaturas.
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7. Anexos
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Figura 11- Imagens termogréaficas de Alcantarea imperialis. A) 25 °C, B) 37 °C/15 °C, C) 15 °C, D) 37 °C, e

E) 25 °C de-aclimatacao.
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