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Epigrafe

Do mesmo modo que existem, como é costume dizer, muitos caminhos na floresta, encontrei, com
muita vantagem, o caminho da metamorfose, a perspectiva é suficientemente espiritual, €, como a
ideia se presta a ser preenchida pela experiéncia e se sujeita a verificacdo, devo reconhecer que se

trata de um modo de representacdo que sempre me deu muito contentamento.

[Carta de Johann Wolfgang Von Goethe a J. G. Schlosser
30 de agosto de 1799. In: GOETHE, J. W. V. A
metamorfose das plantas. Traducdo de Friedhelm
Zimpel. 4°. ed. Antroposéfica, 2005].
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Introducao Geral

A sobrevivéncia das plantas no ambiente terricola encontrou diversos desafios,
como a fusdo de gametas, dispersao de propagulos, estabelecimento de plantas jovens, a
absorcdo, o transporte e a assimilacdo de agua e nutrientes. Os mesmos desafios
encontrados na conquista do ambiente terricola foram encontrados no ambiente
atmosférico por plantas que sdo denominadas epifitas (LUTTGE, 1989). As epifitas
vasculares compreendem cerca de 24 mil espécies distribuidas em vérias familias
(NADKARNI; MERWIN; NIEDER, 2001). De acordo com o Brazil Flora Group —
BFG (2015), cerca de 3.425 espécies de epifitas foram registradas no Brasil em 2015,
distribuidas na Floresta Atlantica, Floresta Amazonica, Cerrado, Caatinga, Pampa e
Pantanal.

O ambiente epifitico € caracterizado por apresentar intermiténcia de agua e
nutrientes, e uma das familias de plantas mais adaptadas a esse ambiente € a familia
Bromeliaceae (PADILHA, 1973; BENZING, 1987). Essa familia tem cerca de 3.352
espécies distribuidas em 58 géneros que ocorrem ao longo das zonas tropical e
subtropical, desde o sul dos Estados Unidos até o Sul do Chile e Argentina, com uma
Unica espécie na Africa Ocidental (JACQUES-FELIX, 2000; GIVINISH et al., 2011;
LUTHER, 2010). No Brasil ocorrem cerca de 1.307 espécies de bromélias ao longo dos
diferentes ambientes e habitats (BFG, 2015).

As bromélias apresentam suas folhas organizadas em roseta, podendo, em
algumas plantas adultas, formar um reservatorio (tanque) com capacidade de armazenar
agua e nutrientes. Na superficie foliar das bromélias existem estruturas epidérmicas
especializadas (figura 1), conhecidas como tricomas (BENZING, 2000). Esses tricomas
atuam na absorcao de agua e nutrientes, na funcdo de reflexdo da luz e diminuicdo da
temperatura foliar, além de reduzir a transpiracdo (BENZING; SEEMANN;
RENFROW,1978). Por meio dos tricomas distribuidos desde o apice até a base da
folha, as bromélias, entdo, conseguem absorver dgua e nutrientes depositados no interior
do tanque, sendo que principalmente as bases foliares teriam uma semelhanca funcional
com raizes de plantas terricolas (BENZING, 2000; ZOTZ;, HIETZ, 2001;
TAKAHASHI; MERCIER, 2011). Por sua vez, as raizes reduzidas das bromélias



epifitas j& foram descritas como 6rgdo principalmente relacionado a fixacdo da planta
ao substrato (PITTENDRIGH, 1948; BENZING, 2000). As pesquisadoras Nievola e
Mercier (1996) obtiveram resultados de maior absorcéo de nitrato por meio das folhas
em comparacdo com as raizes na espécie adulta Vriesea fosteriana, sugerindo que
possivelmente as raizes seriam funcionalmente ativas, mas teriam pouca importancia
nesse processo. Entretanto, sabe-se, atualmente, que a funcionalidade das raizes de
bromélias do género Vriesea pode variar entre as espécies ou ainda ao longo do estagio
de desenvolvimento (fase jovem até a fase adulta) (VANHOUTTE et al., 2017).

Adaxial

A

100 pm

Abaxial

Figura 1. A — Aspecto geral da face abaxial da epiderme em MEV mostrando a
distribuicdo dos tricomas. B — Seccdo transversal da folha atmosférica na regido
mediana mostrando tricomas em ambas as faces.

De acordo com Pittendrigh (1948), as bromélias podem ser subdividas em quatro
grandes tipos ecologicos, no qual o tipo | é caracterizado por plantas com o sistema
radicular altamente desenvolvido e geralmente com fungdo na absor¢do d’agua e
nutrientes do solo (terricolas); no Tipo Il a absor¢do ocorre tanto por meio das raizes
quanto pelas folhas (tanque); no Tipo 111 observa-se a presenca do tanque e absorcdo de
nutrientes e dgua, que ocorrem basicamente pelos tricomas nas folhas que formam esse
tanque, e o tipo IV em que as plantas ndao apresentam tanque e presume-se que
absorvam toda a agua e nutrientes necessarios pelos tricomas foliares (bromélias
conhecidas como atmosféricas). Devido estas diferentes caracteristicas ecofisiologicas

das bromélias, existem espécies habitando os mais variados ambientes, inclusive as
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plantas totalmente independentes de um substrato (solo) para obter nutrientes e agua,
essas sao ditas como totalmente atmosféricas (CRAYN; WINTER; SMITH, 2004).

Algumas espécies de bromélias apresentam mudangas morfologicas e
ecofisiologicas ao longo de sua ontogenia, conhecida como heteroblastia, na qual a
bromélia juvenil possui um estagio atmosférico (tipo ecofisioldgico 1V) em sua fase
inicial e, ao longo do seu crescimento e desenvolvimento, apresenta tanque (tipo I11) ao
chegar na fase adulta (ZOTZ; WILHELM; BECKER, 2011). Outras modificagdes
também ocorrem da fase atmosférica para a fase com tanque, como: as bromélias
atmosféricas apresentam quantidade uniforme de tricomas ao longo das folhas,
enquanto na fase tanque existe um gradiente crescente do apice para as bases; a
existéncia de um acumulo de agua e nutrientes num reservatorio externo na fase de
tangque, enquanto ndo ha esse acimulo na fase atmosférica (SAKAI; SANFORD, 1980;
ADAMS I11; MARTIN, 1986).

A familia Bromeliaceae atualmente apresenta oito subfamilias (Brocchinioideae,
Lindmanioideae, Hechtioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae, Bromelioideae
e Tillandsioideae), dentro dessas subfamilias estdo distribuidos distintos géneros e
espécies com caracteristicas morfoldgicas, de crescimento e de desenvolvimento em
diferentes habitats (BENZING; BURT, 1970; GIVINISH et al., 2011). Dentro da
subfamilia Tillandsioideae, 0 género Guzmania possui 200 espécies e a espécie
Guzmania monostachia (L.) Rusby ex. Mez. (figura 2), por exemplo, apresenta
desenvolvimento heteroblastico (MARTINELLI et al., 2008). Essa espécie ocupa
florestas tropicais em partes da Florida, oeste da América do Sul e em subpopulacdes
vulneraveis no nordeste do Brasil, nos estados do Ceara e Pernambuco (MARTINELLLI;
MORAES, 2013; GOVAERTS; LUTHER; GRANT, 2016).
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Figura 2: Caracteristicas gerais da espécie Guzmania monostachia (L.) Rusby ex. Mez..
A — Planta no estagio atmosférico apds nove meses de cultivo in vitro. B — Planta adulta
com tanque em floracdo ap0s, aproximadamente, trés anos de cultivo em casa de
vegetacao.

Assim como outras bromélias do género, G. monostachia possui tanque em sua
fase adulta a partir da sobreposicao e expansdo das bainhas foliares, acumulando agua e
podendo abrigar microorganismos (Pseudomonas, Stenotrophomonas, Paenibacillus,
Burkholderia e outros géneros bacterianos) que podem contribuir para a nutrigdo
nitrogenada das plantas (KLEINGESINDS, 2016). No tanque, pode-se acumular ainda
matéria organica e inorganica provenientes de restos de organismos mortos e excretas
de animais, constituindo-se fontes potenciais de nutrientes para as bromélias
(RICHARDSON, 1999; LEROY et al., 2009). Estudos conduzidos por Takahashi e
Mercier (2011) demonstraram que a bromélia epifita Vriesea gigantea pode assimilar
ureia do tanque, sendo essa absorvida com mais rapidez em relacdo as fontes
nitrogenadas inorganicas (nitrato e amoénio), possivelmente devido a adaptacdes dessa
espécie de bromélia em obter nutrientes provenientes de anuros que visitam 0s seus
tanques quando adultas (ROMERO et al., 2010; GONCALVES et al., 2016).

Para plantas terricolas, como a bromélia Ananas comosus, quando cultivadas em
diferentes fontes nitrogenadas, o nitrato (NOgz) favoreceu maiores ganhos de massa
seca, conteido de clorofilas e carotenoides, quando comparado ao aménio (NH4"), que
pode ter causado algum nivel de toxicidade as plantas (SIDERIS; YOUNG, 1947).
Ainda, as bromélias epifitas atmosféricas Vriesea philippocoburgii e a Tillandsia
pohliana, quando cultivadas in vitro com aménio, apresentaram inibicdo da formacéo

radicular e menores quantidades de brotos em relagéo as plantas crescidas em nitrato ou
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glutamina (MERCIER et al., 1997). A espécie epifita Vriesea gigantea e a terricola
Ananas comosus foram cultivadas in vitro com amonio ou ureia, resultando numa maior
assimilacdo do nitrogénio na forma de aminodcidos livres, como a asparagina,
glutamina e maior conteddo de clorofilas na presenca do aménio (ENDRES;
MERCIER, 2001). Também foi observado uma maior taxa de captacdo de aménio
marcado isotopicamente com relagdo a outras fontes nitrogenadas (nitrato, glicina,
glutamina e ureia) para a espécie Vriesea gigantea (INSELSBACHER et al., 2007). Em
algumas regides geograficas do mundo, no dossel das arvores que nao possuem epifitas,
e assim ndo possuem retencdo de substrato nos galhos das arvores, a quantidade de
amonio supera a quantidade de nitrato (GARTEN, 1991; BENZING, 2000).

Alem das condicOes intermitentes de nutrientes no ambiente epifitico, também
existe maior presenca de determinados tipos de nutrientes em maior quantidade do que
de outro nutriente, por exemplo, no caso da fonte nitrogenada aménio e nitrato. Como ja
mencionado anteriormente, as bromélias epifitas ficam expostas a intermiténcia de agua
(PADILHA, 1973; BENZING, 1987). Essa intermiténcia pode ser fator desencadeador
de alteracdo do tipo de fotossintese realizada, como, por exemplo, de Cz para CAM
(BENZING, 2000). A Guzmania monostachia por apresentar o metabolismo C3-CAM
facultativo, se mantem Csz na condi¢cdo bem hidratada e, em condic¢Oes de deficiéncia
hidrica altera para um metabolismo mais intenso, conhecido como CAM idling, quando,
entdo, ocorre o fechamento total dos estdmatos durante o dia e também durante a noite,
reciclando o diéxido de carbono ja existente no interior dos tecidos (FRESCHI et al.,
2010; MATIZ et al., 2013).

Estudos com folhas isoladas de G. monostachia adultas submetidas ao déficit
hidrico na presenca de diferentes fones de nitrogénio mostraram maior atividade da
enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), enzima associada a obtencdo de dioxido
de carbono (CO>), quando as plantas estavam na presenca de aménio. Ao contrario, a
menor atividade foi encontrada quando as folhas receberam ureia e a segunda menor
atividade quando receberam nitrato (RODRIGUES et al., 2014). A PEPC absorve o
COo, e apos a descarboxilagdo concentra-o no sitio ativo da enzima ribulose bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), otimizando assim a funcdo carboxilase da Rubisco
(KELEY; RUNDEL, 2003). O processo ocorre da seguinte maneira, as moléculas de
CO2 da atmosfera ou advindos da respiracéo sdo fixados em moléculas de bicarbonato

(HCOs) através da atividade da enzima anidrase carbdnica. O bicarbonato, entdo, é

13



fixado em oxaloacetato (OAA) e fosfoenolpiruvato (PEP) através da enzima PEPC. Em
seguida, a enzima malato desidrogenase converte 0 OAA em &cido malico o qual é
armazenado no vacutolo das células. O malato, ao ser descaboxilado no citosol, fornece
0 CO: para a enzima Rubisco em maiores concentracGes, 0 que otimiza a funcdo
carboxilase desta enzima (OSMOND, 1978). Atividade conjunta dessas duas enzimas
na obtencdo e fixacdo de CO», assim como a abertura estomatica no periodo noturno e o
acumulo de acidos orgéanicos no vacuolo, sdo caracteristicas do metabolismo &cido das
crassulaceas (CAM) (WINTER; SMITH, 1996; LUTTGE, 2004).

As deficiéncias hidrica e nutricional podem também gerar estresse oxidativo por
meio da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (GILL; TUTEJA, 2010). O
peréxido de hidrogénio (H20.), por exemplo, € uma espécie reativa de oxigénio mais
estavel quando comparada ao 6xido nitrico (NO) ou superdxido (O2™), devido a sua
caracteristica de ndo ser um radical livre. Sugere-se que o H,O, estd presente na
transicdo do metabolismo fotossintético Cz para o metabolismo CAM em
Mesembryanthemum crystallinum (Aizoaceae), ja que ocorre um aumento da
concentracdo de H202 em massas celulares indiferenciadas com capacidade autotrofica
sob condicdo luminosa, e aumento também em condicdo salina (SLESAK;
MISZALSKI, 2003; SLESAK et al., 2007). Uma hipdtese levantada com relagdo ao
aumento na quantidade de H>O, em determinadas plantas sob determinadas condicdes
ambientais, € que essa ROS sirva como doadora precoce de elétrons para o
funcionamento do fotossistema 11 (PS 1) em plantas superiores (OLSON;
BLANKENSHIP, 2004). Entretanto sdo necessarios mais estudos relacionando os teores
de H20: na condi¢do do CAM (SLESAK et al., 2007).

Na espécie suculenta Rosularia elymaitica (Crassulaceae), outra espécie Cs-
CAM facultativa, observou-se um aumento na atividade das enzimas superdéxido
dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX) quando submetidas ao déficit hidrico
(HABIBI; HAJIBOLAND, 2011). Alguns estudos sugerem que as espécies reativas de
oxigénio podem participar da sinalizacdo durante a transicdo do metabolismo Cs para o
CAM. Presume-se que o CAM produziria o malato, o qual ao ser descarboxilado
propiciaria um aumento de CO> que poderiam funcionar como moléculas receptoras de

elétrons, reduzindo assim os niveis de ROS e as atividades das enzimas antioxidantes.
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De acordo com Hessini et al. (2013), a planta halofila Spartina alterniflora
(Poaceae) cresceu melhor na presenca de amonio quando submetidas ao estresse salino
e apresentaram maior atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT) e menores teores de perdxido de hidrogénio e um
metabdlito resultante da peroxidacdo de membranas lipidicas, o malondialdeido (MDA).
A reducdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio, por meio do aumento das
atividades enzimaticas antioxidantes, possibilita a planta lidar melhor com a condicéao
adversa e investir em crescimento. Entretanto, ainda sdo necessarios estudos que
correlacionem o déficit hidrico e a exposicdo das plantas a distintas fontes nutricionais
na indugdo de um maior ou menor grau de CAM, assim como o envolvimento das ROS
e das enzimas antioxidantes na sinalizacdo (BORLAND; MAXWELL; GRIFFITHS,
2006).

Nesta dissertagdo apresenta-se os efeitos de distintas fontes de nitrogénio
inorgénicas (nitrato e amdnio) e organicas (glutamina e ureia) sobre a anatomia, 0
crescimento e desenvolvimento de bromélias atmosféricas de G. monostachia cultivadas
in vitro em condicdo hidrica favoravel, além da temperatura, intensidade luminosa e
fotoperiodo adequados. Também analisou-se o efeito do cultivo prévio das plantas
atmosféricas em distintas fontes nitrogenadas, e com posterior imposicdo da deficiéncia
hidrica, sobre a intensidade do CAM, producdo de ROS (H.02) e metabolismo

enzimatico antioxidante.
Hipoteses e objetivos dos capitulos

Capitulo 01: Sabe-se que as bromélias podem apresentar diferentes respostas
fisiologicas nas diferentes condi¢bes nitrogenadas. Sabendo disso, 0 objetivo deste
capitulo foi analisar o efeito das fontes inorganicas (nitrato e aménio) e organicas
(glutamina e ureia) sobre a anatomia, o crescimento e sobre o desenvolvimento das
plantas atmosféricas de G. monostachia cultivadas in vitro. Presume-se que o nitrato e
a glutamina sejam as fontes que mais contribuem para o crescimento dessa bromélia na
fase atmosférica, jA que essas fontes sdo menos tdxicas quando comparadas com o
amodnio, por exemplo. Entretanto, o nitrato e 0 aménio provavelmente sdo as fontes de
nitrogénio mais disponiveis para essas plantas em ambientes naturais, visto que essas
plantas em estagios iniciais de desenvolvimento ndo apresentam tanque e, portanto,

pouco interagem com outros organismos e pouco acessam o nitrogénio organico. Ainda,
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a glutamina pode ser prontamente utilizada, visto que ndo é necessario passar por vias

iniciais de transformacéo para ser assimilada.

Capitulo 02: Quando folhas adultas isoladas e plantas inteiras na fase atmosférica de G.
monostachia sdo submetidas a sete dias de déficit hidrico, o metabolismo dos tecidos
passam da fotossintese Cz para a expressdo do metabolismo &cido das crassulaceas
(CAM). Sabe-se ainda que plantas previamente fertilizadas quando passam por uma
situacdo de falta de agua apresentam um menor CAM comparado aquelas que ndo
foram previamente fertilizadas. Plantas nutridas com ureia apresentam uma menor
expressdo do CAM, enquanto que aquelas que séo nutridas com amdnio e nitrato. Com
0 objetivo de compreender a ligacdo entre a nutricdo e o metabolismo CAM avaliamos
se houve producéo ou reducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em condigéo de
déficit hidrico quando G. monostachia atmosféricas receberam previamente fontes
nitrogenadas (nitrato, amoénio, glutamina ou ureia). Pressupde-se com base na literatura
para folhas destacadas de plantas adultas dessa espécie (G. monostachia), que em uma
situacdo de déficit hidrico as plantas atmosféricas também expressem maior intensidade
do CAM na fonte de nitrato e menor nos tratamentos de aménio e ureia. Uma vez que o
amonio e a ureia aparentemente contribuem para a manifestacdo do CAM, esperamos
encontrar uma maior producdo de ROS em plantas que receberam estes compostos

nitrogenadas quando comparado com nitrato e glutamina.
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Capitulo 01 — Efeito de fontes de nitrogénio inorganicas e orgénicas
sobre a anatomia, o crescimento e desenvolvimento de plantas atmosféricas
de G. monostachia cultivadas in vitro.

Resumo

As bromélias sdo plantas que podem utilizar o nitrogénio em suas formas inorganica e
orgénica. Algumas delas apresentam comportamento heteroblastico, isto é, na fase
adulta apresentam a sobreposicdo das folhas que forma um reservatorio (tanque) de
captacdo de agua e nutrientes, destacando-se 0 nitrogénio organico. Ja na fase juvenil,
ndo ha formacdo desse tanque e essas bromelias sdo chamadas de atmosféricas. Para a
espécie hetereblastica Guzmania monostachia, s6 ha uma citacdo na literatura que faz
referéncia a preferéncia por N amoniacal e ureidica pelas plantas adultas na natureza.
No entanto, para as atmosféricas ndo existem ainda estudos a respeito. Neste trabalho,
buscou-se conhecer quais fontes nitrogenadas sdo mais propicias para o crescimento, 0
desenvolvimento e sobre a anatomia de plantas atmosféricas de Guzmania monostachia
cultivadas in vitro na presenca de fontes inorganicas (nitrato ou aménio) ou organicas
(glutamina ou ureia). Foram realizadas analises morfométricas e anatdmicas, como:
altura da planta, diametro da roseta, numero de folhas e de raizes, area foliar, nimero de
tricomas, espessura do mesofilo, espessura dos parénquimas aquiferos adaxial/abaxial e
do parénquima clorofiliano. Além dessas, parametros fisiologicos foram tambem
considerados, como: teor de clorofilas e carotenoides, contetdo de proteinas solGveis
totais e teor de aminodacidos livres. As plantas cultivadas na presenca de amonio tiveram
as menores alturas e areas foliares. Ja as plantas em nitrato apresentam maior espessura
do mesofilo, parénquimas aquiferos adaxial/abaxial e parénquima clorofiliano. A fonte
nitrica também proporcionou as plantas atmosféricas de G. monostachia uma maior
producdo de clorofilas e carotenoides. Os aminoacidos livres predominantemente
encontrados foram a asparagina e a lisina. Encontrou-se um gradiente crescente de
tricomas da regido apical para regido basal das folhas. O nitrato parece ter tido efeito
positivo sobre o ndmero de tricomas na regido mediana da face adaxial. Assim, os
resultados de cultivo in vitro apontam que diferentes fontes nitrogenadas modificam
metabolicamente e estruturalmente a bromélia Guzmania monostachia, sendo a fonte
nitrica a mais apropriada para uma adequada estocagem de agua e producdo de
pigmentos, promovendo um melhor desenvolvimento das plantas no estagio
atmosférico. Dessa maneira, pode-se sugerir que a bromélia em fase atmosférica
apresentou semelhancas as caracteristicas de comportamento fisioldégico da bromélia
terricola Ananas comosus. Tal fato talvez seja devido a falta de um tanque e, portanto, a
falta de acesso as fontes nitrogenadas organicas como, por exemplo, a ureia. Ja a fonte
amoniacal e ureidica ndo estimularam o crescimento e desenvolvimento das plantas
nesse estagio ontogenético, ao contrario do encontrado para a fase adulta com tanque de
outras bromélias epifitas. Talvez a toxicidade do NHs", quando esse ion ndo é
assimilado rapidamente em aminodcidos, tenha prejudicado o crescimento e a formacéo
dos tecidos de G. monostachia.

Palavras chave: Bromeliaceae, bromélia epifita, fontes nitrogenadas, nutricao
nitrogenada, cultivo in vitro, nitrato, amonio, glutamina, ureia.
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Abstract

Bromeliads are plants that can use nitrogen in their inorganic and organic forms. Some
of them feature heteroblastic behavior, that is, in adulthood have the overlapping of
leaves that form a reservoir (tank) of water and nutrient uptake, highlighting the organic
nitrogen. Already at the juvenile stage, there is no formation of this tank and these
bromeliads are called atmospheric. For the specie Guzmania monostachia, there is only
one citation in the literature that makes reference to the preference for N ammoniacal
and ureidica by adult plants, in nature. However, there are no studies on atmospheric
bromeliads. This work, sought to know which nitrogenous sources are more conducive
to the growth, development and about the anatomy of atmospheric plants Guzmania
monostachia cultivated in vitro in the presence of inorganic sources (ammonium or
nitrate) or organic (glutamine or urea). Morphometric and anatomical analyses were
carried out and, as: plant height, rosette diameter, number of leaves and roots, leaf area,
number of trichomes, thickness of the mesophyll, adaxial/abaxial parenchyma thickness
aquifers and parenchyma chlorophyll. In addition, physiological parameters were also
considered, such as: chlorophylls and carotenoids content, total soluble protein content
and amino acids free content. The nitrate source also gave the atmospheric plants G.
monostachia a higher production of chlorophylls and carotenoids. The predominantly
found free amino acids were asparagine and lysine. A growing gradient of trichomes
from the apical region to the basal region of the leaves was found. Nitrate seems to have
had a positive effect on the number of trichomes on the middle of the adaxial face.
Thus, the results of in vitro cultivation point that different nitrogenous sources
metabolically and structurally modify the bromeliad Guzmania monostachia,
representing the most suitable nitric source for proper storage of water and pigment
production, promoting best development of plants in the atmospheric stage.That way, it
can be suggested that the atmospheric phase bromeliad showed similarities to the
characteristics of physiological behavior of the terrestrial bromeliad Ananas comosus.
This might be due to the lack of a tank and, therefore, to the lack of access to
nitrogenous organic sources such as urea. Already the ammoniacal and ureidica source
did not stimulate the growth and development of plants in this ontogenetic stage,
contrary to what was found in adulthood with tank in other epiphytic bromeliads.
Maybe the toxicity of NH4*, when this ion is not quickly assimilated into amino acids,
has hindered the growth and the formation of G. monostachia.

Keywords: Bromeliaceae, epiphytic bromeliad, nitrogenous sources, nitrogen nutrition,
in vitro cultivation, nitrate, ammonia, glutamine, urea.
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Introducéo

No ambiente epifitico, as plantas possuem disponibilidade intermitente de dgua e
nutrientes para o seu crescimento e desenvolvimento, portanto a oligotrofia é uma
caracteristica importante desse ambiente (ZOTZ; THOMAS, 1999). Dentre o0s
macronutrientes, um dos mais relevantes e utilizado em maior quantidade pelas plantas
é 0 nitrogénio (BARKER; PILBEAM, 2015). Observa-se uma concentracdo de 71,4
mM de nitrogénio em alguns tecidos frescos vegetais, de maneira geral, enquanto todos
0s outros macronutrientes (fésforo, potassio, calcio, magnésio e enxofre) juntos somam
37,2 mM nesses mesmos tecidos (BUCHANAN; GRUISSEN; JONES, 2015).

As bromélias apresentam espécies epifitas que lidam com as condi¢fes adversas
desse ambiente epifitico. Essas bromélias podem apresentar a sobreposi¢do e expansao
das bases foliares formando um tanque ou cisterna que acumula agua e nutrientes.
Entretanto, algumas dessas bromélias epifitas em uma fase juvenil (ndo formam o
tanque, sendo chamadas de atmosféricas, passando a apresenta-lo na fase adulta. Essas
plantas que possuem durante o seu desenvolvimento essa transformacdo morfologica
sdo ditas serem heteroblasticas (SCHIMIDT; ZOTZ, 2001).

Além do tanque, outra caracteristica importante das bromélias epifitas para
ocupacdo do ambiente epifito é a cobertura das folhas por células epidérmicas
especializadas conhecidas como tricomas. Normalmente encontram-se tricomas do tipo
peltados em bromélias, esses possuem uma projecdo celular da epiderme formando um
disco celular na regido externa a folha e um peddnculo inserido na epiderme até
proximo dos vasos condutores. Geralmente os tricomas peltados tém um conjunto de 4
células centrais responsaveis por absorverem agua e nutrientes, rodeado de outras
células anelares, seguidas de células alongadas e abaixo dessas células alongadas passa
a agua absorvida que é conduzida pela células formadoras do pedunculo até os vasos
condutores (BENZING, 2000). A espécie heteroblastica Guzmania monostachia,
quando cultivada em casa de vegetacdo, na fase atmosférica possui distribuicao
praticamente uniforme de tricomas ao longo das suas folhas. No entanto, na fase adulta
existe um gradiente crescente de tricomas do apice para a base foliar (RODRIGUES et
al., 2016).
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As bromélias de habito epifito em condi¢des naturais obtém os seus nutrientes,
como por exemplo, o nitrogénio da &gua que escorre do tronco do foréfito, da
decomposicdo de folhas no tanque e de macro e microrganismos (BENZING, 2000). A
disponibilidade de nitrogénio e a fonte nitrogenada disponivel no dossel das arvores,
que servem como forofito as bromélias, sdo variaveis, especialmente pela quantidade de
material oriundo de deposicdo de folhas, animais, excretas que acumulam-se nos galhos
das arvores que servem como forofito para as plantas epifitas (HIETZ et al., 2002;
CARDELUS; MACK, 2010).

No ambiente epifito, existe maior disponibilidade de amdnio que nitrato, mas o
amoénio pode ser uma fonte nitrogenada téxica quando em altas concentragdes, enquanto
0 nitrato pode ser rapidamente absorvido pelas plantas (BENZING, 2000). Em
bromeélias adultas com tanque pode haver acumulos de até 80 % de nitrogénio organico
com relacdo a 20 % de nitrogénio inorganico (nitrato e amonio) no tanque
(RICHARDSON et al., 2000). Uma das hipdteses sobre a toxicidade do aménio para a
maioria das plantas diz que ha uma reducéo na concentracdo de outros cations, como, na
de potassio, célcio e magnésio nos tecidos, comparadas a plantas cultivadas em nitrato.
Por outro lado, a absor¢do de amonio pode provocar um aumento de anions, como o
cloreto, sulfato e fosfato. Alem disso, na presenca de aménio € frequente observar um
aumento na acidez no meio externo a planta, sugerindo uma extrusao de prétons para
compensar o desequilibrio de cargas nas células (BRITTO; KRONZUCKER, 2002).

A especie atmosférica Tillandsia pohliana cultivada in vitro durante 12 meses
com somente amoénio na concentracdo de 1,5 mM apresentou um aumento muito forte
da atividade da enzima glutamato desidrogenase (GDH-NADH) (TAMAKI;
MERCIER, 2001). E discutido por essas pesquisadoras que esse aumento na atividade
enzimatica pode ser uma forma de protecdo das células vegetais contra os efeitos
toxicos de altos niveis de amonio enddgeno. De acordo com Osuji, Reyes e Mangaroo
(1998), a atividade da GDH-NADH ¢ dita ser muito importante na reassimilacdo do
amdnio enddgeno e pode ter a sua atividade aumentada em condicgdes de estresse, como,
por exemplo, durante o déficit hidrico, temperatura extremas, metais toxicos, herbicidas

e estado nutricional.

Em condigBes experimentais, a espécie heteroblastica Vriesea gigantea no

estagio atmosférico em cultivo in vitro apresentou absor¢do répida de nitrato por meio
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das raizes em comparacdo com o amdnio ou ureia (TAKAHASHI, 2014). Essa mesma
espécie na fase adulta com tanque teve preferéncia por amdnio e ureia em relacdo ao
nitrato ou glutamina (INSELBACHER et al., 2007; TAKAHASHI; MERCIER, 2011).
Os pesquisadores Endres e Mercier (2001) ao cultivarem por dois meses em condi¢oes
experimentais in vitro as espécies Ananas comosus (terricola) e V. gigantea (epifita)
relatam que as duas bromélias preferiram a fonte inorganica amdnio a fonte orgénica
ureia, j& que produziram mais clorofilas totais, amino acidos totais e cresceram mais
vigorosamente. Porém, Mercier et al. (1998), ao cultivar trés espécies (Pitcairnia
flammea - terricola, Vriesea philippocoburgii- epifita com tanque, Tillandsia pohliana-
epifita atmosférica) de bromélias in vitro por seis meses na presenca de 8 mM de
nitrogénio total, exclusivamente na forma de nitrato, amonio, glutamina e ureia,
observaram melhores resultados de nimeros de folhas e comprimento na presenca de
glutamina. Para a bromélia atmosferica Tillandsia pohliana a menor quantidade de
folhas e com menor comprimento foi obtida em cultivo na presenca de amonio e nessa
mesma fonte ndo houve formacgdo de raizes enquanto que o nitrato propiciou uma

melhor formag&o radicular.

Sabe-se por meio da quantificacdo de nitrogénio isotopico (**N) que plantas de
G. monostachia adultas preferem amonio e ureia comparativamente ao nitrato ou glicina
quando estdo crescendo na natureza (ZOTZ, 2016). Entretanto, ainda ndo ha
conhecimento sobre os efeitos de diferentes condi¢Bes nutricionais nessa espécie em sua
fase atmosférica, questdes como quais fontes nitrogenadas contribuiriam mais para o
crescimento e desenvolvimento ainda ndo foram respondidas. Além disso, ndo ha
indicacdes claras se a heteroblastia estaria associada a mudangas fisiologicas, como, por
exemplo, alterar o tipo de preferéncia da forma nitrogenada entre as fases juvenil e
adulta com tanque. Assim, no presente estudo objetivou-se analisar o efeito de
diferentes fontes de nitrogénio — nitrato, aménio, glutamina e ureia - sobre a anatomia, o
crescimento e desenvolvimento de plantas atmosféricas de G. monostachia, cultivadas
in vitro. Optou-se pelo cultivo asséptico, por assegurar que ndo houvesse transformacéo

das formas nitrogenadas oferecidas as plantas por microrganismos.
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Material e métodos
Obtencdo do material vegetal e condigdes de cultivo in vitro

Sementes de Guzmania monostachia (L.) Rusby ex. Mez. foram germinadas in
vitro em frascos de vidro, do tipo frascos de palmito, com tampas plasticas transparentes
contendo uma rolha central que permite maior troca gasosa com o ambiente externo. As
plantas cresceram e se desenvolveram em meios de cultura com 20g/L de sacarose, 2
g/L de phytagel, pH 5,8 = 1, com macronutrientes de acordo com a formulagéo de
Knudson (1946) modificada quanto as fontes nitrogenadas: presenca exclusiva de
nitrato, amonio, glutamina ou ureia (tratamentos). A concentracdo total de N utilizada
foi de 5 mM e todos os meios foram adicionados de 1 uM de cloreto de niquel. Os
micronutrientes usados foram os descritos na formulacdo de Murashige e Skoog (1962).
As plantas foram mantidas por nove meses (sem trocas de meios) nos frascos em sala de
cultivo com temperatura a 25°C * 2, umidade relativa do ar 50 %, fotoperiodo de 12

horas e intensidade luminosa de aproximadamente 200 pmol m= s,
Medidas morfométricas

Apo0s 0s nove meses de crescimento in vitro sob as condicdes descritas acima,
mediu-se a altura, didmetro, niamero de folhas e niumero de raizes de dez plantas
cultivadas em dois frascos, contendo cinco plantas por frasco de cada um dos
tratamentos. A partir do centro da roseta, onde ocorrem as folhas mais jovens, em
direcdo as folhas mais velhas na regido mais externa da roseta, foi determinada e usada
a sexta folha de cada planta. Mediu-se a area total de cada uma das dez folhas do 6° nd
(n=10), amostradas das diferentes plantas em cada tratamento e utilizou-se o software

ImageJ para tratamento das imagens geradas.
Anélises anatémicas foliares

As folhas do sexto nd foram coletadas das plantas cultivadas em cada
tratamento, utilizando trés folhas, as quais foram fixadas em acido férmico-acético-
etanol 50 % (FAA) por 48 horas e, depois, mantidas em etanol 70 %. As triplicatas
foliares foram seccionadas em trés regides de aproximadamente igual propor¢édo, a mais
proxima da roseta dita como basal e as demais, mediana e apical. Essas 3 por¢oes foram

submetidas a desidratagdo em etanol/tert-butanol (50-100 %) e incluidas em parafina
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(JOHANSEN, 1940). As seccOes transversais de cada uma das trés regides foliares (10
pm) foram obtidas com uso de micrtomo rotativo Autocut Reichert-Jung 1050, sendo
posteriormente coradas em Safranina e Azul de Astra, de acordo com o método descrito
em Bukatsch (1972). As laminas permanentes foram montadas com balsamo do Canada.
As imagens foram obtidas em microscopio optico Leica DMLB acoplado com camera
DFC310FX e a visualizagéo foi feita por meio do programa LAS V4.1.

Foram amostrados dez cortes transversais de cada uma das trés regides foliares
ao longo da 302 até a 352 ldamina permanente, a partir desses cortes foram obtidas as
medidas de espessura total do mesofilo; espessura do parénquima aquifero adaxial,
espessura do parénquima aquifero abaxial e espessura do parénquima clorofiliano.
Todas as medidas foram realizadas considerando a média realizada de duas afericdes,
uma entre o feixe principal e o feixe lateral esquerdo e a outra entre o feixe lateral
direito e o feixe principal. A espessura do parénquima aquifero abaxial e adaxial, assim
como do parénquima clorofiliano foram obtidas apenas para as regides apical e mediana
das folhas, pois na regido basal observou-se um parénquima uniforme, sem distincao

entre parénquima aquifero e clorofiliano.

Para as analises em microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram utilizadas
amostras das trés regides foliares ja mencionadas e a partir de trés folhas do sexto no de
diferentes individuos de cada um dos tratamentos. O material foi submetido ao método
ja descrito por Silveira (1989) e, posteriormente, analisado em microscépio eletrénico
de varredura Zeiss DS 900.

Para se obter a densidade de tricomas por regido foliar (i.e., apice, mediana e
base), as folhas foram diafanizadas e coradas com Safranina, seguindo o método
descrito por (STRITTMATTER, 1973). As laminas semipermanentes foram montadas e
a densidade dos tricomas foi medida em dez campos visuais de cada uma das regides,
utilizando-se trés folhas do sexto n6 por tratamento, por meio do aumento de 200 vezes
em microscopio 6ptico Leica DMLB acoplado com cdmera DFC310FX e com auxilio
do programa LAS V4.1.
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Analises fisioldgicas
Teores de clorofilas e carotenoides

As clorofilas e carotenoides foram determinadas por meio do método de Porra,
Thompson e Kriedemann (1989), com modificagcdes de acordo com Wellburn (1994) e
Minocha et al. (2009). Utilizaram-se 200 mg de tecido vegetal fresco de cada tratamento
(aproximadamente trés plantas por tratamento). Esse material foi pesado e triturado em
nitrogénio liquido, dos quais 10 mg foram separados em microtubos, recebendo 1 mL
de N, N Dimetilformamida (DMF). Os microtubos permaneceram no escuro a 4 °C por
24 horas, sendo, posteriormente, centrifugados por 10 minutos a 13000 rpm. As leituras
de absorbancia foram feitas em 664, 647 e 480 nm em espectrofotdmetro. Os teores de
clorofilas a, b, total e carotenoides foram calculados de acordo com as seguintes

formulas:
Clorofila a

Ca= [ (12xA664) — (3,11x A647) ]
Clorofila b

Ch =[(20,78 x A647) — (4,88 x A664) ]

Clorofila total
Ctotal = Ca + Ch
Carotenoides

Cc = 1000A480 — 1,12 x Ca— 34,07 x Chb

245
Conteldo de proteinas soluveis totais

As proteinas soluveis totais foram determinadas de acordo com Bradford (1976),
com modificagOes propostas por Dissanayake et al. (2013). Utilizaram-se 500 mg de

tecido vegetal fresco de cada tratamento (aproximadamente sete plantas por tratamento).
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Esse material foi triturado em nitrogénio liquido, dos quais 25 mg foram separados em
microtubos. As amostras dos microtubos receberam 0,5 mL de &gua, sendo agitadas
durante cinco minutos. Em seguida, o material foi centrifugado por dez minutos a 4°C e
13000 rpm. Uma aliquota de 50 pL do sobrenadante foi coletada e adicionada a 250 pL
de reagente de Bradford em placas ELISA®, as quais permaneceram em mesa agitadora
a 3.000 rpm por cinco minutos. Ao fim da agitacdo, fez-se a leitura a 595 nm em
espectrofotdbmetro. A concentracdo de proteinas totais de cada amostra foi calculada a
partir de valores de absorbancia obtidos com o auxilio de uma curva padrdo, preparada
com concentragdes de 0 a 100 ng.mL™ de soro de albumina bovina (BSA) e expressa

em pg de proteinas totais por mg de massa fresca.
Quantificacao dos teores de aminoacidos-livres

A quantificagdo dos aminoacidos-livres foi realizada a partir de trés réplicas,
sendo cada dessas réplicas com 0,1 g de material fresco triturado em nitrogénio liquido,
proveniente de aproximadamente duas plantas por tratamento. A extracdo inicial foi
realizada com 1 mL de metanol/cloroférmio/agua (MCW, 12/5/3, viviv) (BIELESKI;
TURNER, 1966). Em seguida, o material permaneceu por trés horas em agitacéo, sendo
posteriormente centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi coletado
e adicionou-se 0,1 mL de cloroférmio, posteriormente 0,15 mL de agua destilada a cada
0,4 mL de sobrenadante. A solucdo foi centrifugada novamente a 10.000 rpm por 15
minutos, sendo a fase aquosa superior coletada e concentrada por meio de jatos de
nitrogénio gasoso, a aproximadamente metade do volume. A separacdo e analise dos
aminodacidos-livres foi determinada com base no sistema o-ftaldialdeideo (OPA)
(BENSON; HARE, 1975; JARRETT et al., 1986) e modificado (MARUR; SODEK;
MAGALHAES, 1994). Os aminodacidos individuais foram separados e quantificados
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizou-se de 10 ul de
extrato com 30 pl do padrdo Sigma® AAS-18, com os aminoécidos: aspartato (asp),
glutamato (glu), serina (ser), histidina (his), glicina (gly), treonina (thr), arginina (arg),
alanina (ala), tirosina (tyr), metionina (met), valina (val), fenilalanina (phe), isoleucina
(ile), leucina (leu) e lisina (lys) e ainda adicionou-se a parte a asparagina (asn),
glutamina (gln) e o &cido gama-aminobutirico (gaba), todos na concentracdo de 50
nmol.mL(PUIATTI; SODEK, 1999).

Andlise estatistica
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A andlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do teste one-way
ANOVA. A comparagdo dos efeitos globais dos tratamentos foi realizada por analise
multivariada de permutacdo (PERMANOVA), com o uso do pacote funcional do
programa R Estatistica (Oksanen et al. 2013). Empregou-se ainda outros pacotes da
plataforma R (R Core Team 2014).

Resultados

As plantas atmosféricas de Guzmania monostachia mostraram maior
crescimento em altura quando foram cultivadas com glutamina, entretanto ndo houve
diferenca estatistica em relacdo ao nitrato ou ureia. Ao contrario, 0 amdnio parece ter
inibido mais fortemente o crescimento em altura, apesar de ndo haver diferenca
estatistica entre os tratamentos com nitrato ou ureia (Fig. 1A). Quanto aos demais
parametros de crescimento, como: o diametro das plantas, nimero de folhas e namero
de raizes, ndo houve diferencas entre os tratamentos nitrogenados a que as plantas foram
submetidas (Fig. 1B, 1C, 1D).

A érea da sexta folha das bromélias analisadas foi cerca de 37 % menor em
amonio em relacdo aos tratamentos de nitrato ou glutamina e 34 % menor com relagédo
ao tratamento com ureia. Porém, ndo houve variacdo significativa para esse parametro

entre os tratamentos com nitrato, glutamina ou ureia (Fig. 2).

A densidade de tricomas foi maior na base das folhas em relagdo ao apice e a
mediana, indicando um gradiente crescente do nimero de tricomas da regido apical para
a basal (Figs. 3A, 3B, 3C). Dentre os tratamentos empregados, as plantas cultivadas em
nitrato mostraram maior densidade de tricomas na por¢do mediana adaxial quando
comparado as plantas que cresceram nos tratamentos com aménio, glutamina ou ureia
(Fig. 3B). O numero médio de tricomas foi semelhante entre os tratamentos em que as
plantas cresceram em nitrato, aménio ou glutamina na regido apical adaxial e basal
abaxial, sendo diferentes do tratamento com ureia. Ainda na face adaxial apical e
abaxial basal em média a quantidade de tricomas foi 35 % menor quando G.
monostachia foi cultivada em ureia em comparacao as plantas cultivadas em nitrato.
(Fig. 3A, 3C). Na face abaxial apical o tratamento com glutamina mostrou maior
quantidade de tricomas que o tratamento de amdnio ou ureia, porém foi semelhante ao

tratamento com nitrato, sendo que esse Ultimo tratamento ndo demonstrou diferenca ao
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ser comparado com amonio e ureia (Fig. 3A). Para a regido mediana na face abaxial,
houve maiores médias de numero de tricomas nos tratamentos com nitrato ou
glutamina, sendo esses semelhantes as plantas crescidas em amdnio e esse Ultimo foi
semelhante aquelas plantas que permaneceram em ureia (Fig. 3B). O nUmero de
tricomas na base das folhas e na face adaxial de plantas em nitrato, amonio ou
glutamina foi semelhante, entretanto aquelas plantas em glutamina foram similares a
ureia em questdo de nameros de tricomas (Fig. 3C). Também foram observadas
diferencas no nimero de tricomas na regido adaxial versus a regido abaxial para 0s
tratamentos de glutamina ou ureia (Figs. 3A, 3B, 3C). J& nos tratamentos de nitrato
adaxial versus abaxial (Tukey post-hoc test, p =0,861) ou amonio adaxial versus abaxial

(Tukey post-hoc test, p =0,492) ndo houve diferencas entre as faces.

De modo interessante, observou-se maior espacamento entre os tricomas dos
apices foliares de plantas que receberam amonio ou ureia, enquanto os tricomas das
plantas que receberam nitrato ou glutamina, aparentemente, estdo mais proximos um
dos outros. Os tricomas em média no aménio ou ureia parecem ser menores em area do
disco que os tricomas desenvolvidos na presenca de nitrato ou glutamina (Figs. 4A, 4B,
4C, 4D, 5A, 5B, 5C, 5D). Um padrdo semelhante ao descrito anteriormente para 0s
apices foliares, em que possivelmente existe maior espacamento entre os tricomas de
plantas cultivadas em aménio ou ureia e menor para plantas cultivadas em nitrato ou
glutamina, se repetiu na regido da mediana (Figs. 4E, 4F, 4G, 4H, 5E, 5F, 5G, 5H). Ja
nas bases foliares, essas distancias foram menos evidentes na face abaxial (Figs. 41, 4J,
4K, 4L, 51, 5J, 5K, 5L).

As bromélias submetidas ao tratamento com nitrato apresentaram maiores
espessamentos do mesofilo na regido apical, seguido pelos tratamentos com glutamina e
pelos tratamentos com amoénio ou ureia, 0s quais foram semelhantes entre si (Fig. 6A).
Na regido mediana das folhas, o espessamento do mesofilo foi maior e semelhante entre
si nos tratamentos com nitrato ou glutamina e menores e semelhantes nos tratamentos
de aménio ou ureia (Fig. 6B). O espessamento do mesofilo nas bases foliares de
bromélias cultivadas na presenca de glutamina foi maior que nos demais tratamentos. A
outra fonte que mais estimulou o surgimento de tecidos mais espessos foi o nitrato, o
qual diferiu estatisticamente em relacdo as plantas que estavam em aménio ou ureia e

esses dois ultimos foram iguais entre si (Fig. 6C).
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O tratamento com nitrato proporcionou maiores espessamentos dos parénquimas
aquiferos (face adaxial e abaxial) e do clorofiliano em comparacdo com as outras fontes
nitrogenadas (Figs. 7A, 7B, 7C). Ao se observar os parénquimas aquifero adaxial e
abaxial, nota-se que, ap6s a maior média obtida em nitrato, estdo as médias das plantas
cultivadas em aménio ou glutamina e ainda que a menor média desses parénquimas
aquiferos foi vista no tratamento com ureia (Figs. 7A, 7C). Para o espessamento do
parénquima clorofiliano na regido apical, o valor obtido em nitrato foi quase o dobro
daqueles vistos nas fontes amoniacal, com glutamina ou ureia e essas trés ultimas fontes
mostraram valores estatisticamente iguais entre si (Fig. 7B). Assim como na regido do
apice foliar, na mediana o maior espessamento do parénquima aquifero adaxial foi
observado no tratamento com nitrato, que foi diferente dos outros tratamentos. A
glutamina foi uma segunda fonte estimuladora. Ja ambnio e ureia apresentaram as
menores medias e similares entre si (Fig. 7D). Quanto ao parénquima aquifero abaxial, a
maior média pode ser encontrada na fonte de glutamina comparada as demais (Fig. 7F).
Observou-se que 0s maiores espessamentos do parénquima clorofiliano na regido
mediana das folhas foram encontrados nas fontes de glutamina, nitrato ou em amonio,
porém os resultados obtidos para nitrato ou amonio ndo diferiram dos de ureia (Fig. 7E).
Ressalta-se ainda que na base onde o tecido foliar € homogéneo, ndo observou-se
distincdo entre os parénquimas aquifero adaxial, clorofiliano e o aquifero abaxial. Nessa
regido basal, a glutamina proporcionou maior espessamento desse tecido homogéneo,
seguido do nitrato, posteriormente amonio e ureia, 0s quais foram similares entre si
(Fig. 6C).

As células nos tecidos das plantas cultivadas em nitrato, aparentemente, estdo
com maior turgor, que aquelas cultivadas nas outras fontes nitrogenadas e,
possivelmente, possuem maiores vactolos (Figs. 8A, 8E, 81). Resultados semelhantes
aos encontrados visualmente em nitrato, puderam ser vistos em glutamina se
comparados as regides do apice, mediana e base com os resultados obtidos em amdnio
ou ureia (Figs. 8C, 8G, 8K). Nas fontes, amoniacal e ureidica pareceram possuir células
com menor turgidez que aquelas dos tecidos das plantas cultivadas em nitrato ou
glutamina (Figs. 8B, 8F, 8J, 8D, 8H, 8L).

As bromélias que cresceram na presenca de nitrato apresentaram as maiores
concentracdes de clorofilas e carotenoides, seguido pelas plantas crescidas em amdnio.

Ja 0s menores teores foram observados nas bromélias que receberam glutamina ou em
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ureia. A concentracdo de clorofilas em plantas no tratamento de nitrato foi em média o
dobro das concentragbes nas plantas nos tratamentos de glutamina ou ureia. O teor de
carotenoides no tratamento com nitrato foi quase o dobro comparado aos tratamentos de
glutamina ou ureia (Fig. 9).

Quanto a concentracdo de proteinas sollveis, houve uma tendéncia favoravel em

ureia, mas ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos (Fig. 10).

A quantificacdo de aminoacidos- livres mostrou que 0s principais aminoacidos
presentes nas plantas atmosféricas de G. monostachia foram a asparagina (asn), a lisina
(lys) e a glutamina (gln). O amonio e a ureia foram as fontes que tiveram efeitos
favoraveis ao surgimento de asn, em contrapartida, as fontes de nitrato ou glutamina
propiciaram teores menores e similares entre si. A formacdo de lys foi favorecida na
presenca de amdnio, glutamina ou ureia, mas os tratamentos de glutamina e ureia foram

similares ao menor teor visto no tratamento de nitrato (Fig. 11).

Discussao

Os resultados obtidos nesta pesquisa acerca dos parametros altura média das
plantas e area da sexta folha ndo mostraram diferencas significativas, no entanto,
observou-se uma tendéncia de reducdo de crescimento na presenca de amdnio e um leve
incremento da altura quando a glutamina foi acrescida ao meio de cultura. No ambiente
natural, a lixiviacdo da dgua da chuva que desce da copa das arvores carrega nutrientes,
incluindo aminodacidos, para o tanque das bromélias ou ainda disponibiliza para as
raizes ou tricomas das plantas epifitas atmosféricas (BENZING, 1973). A glutamina
utilizada como fonte Unica nitrogenada em condi¢do laboratorial in vitro promoveu o
crescimento das espécies epifitas Vriesea philippocoburgii e Tillandsia pohliana em
termos de massa seca, altura das plantas e nimero medio das folhas (MERCIER;
KERBAUY, 1998). Plantas de Ananas comosus, quando cultivadas com 8 mM de
glutamina in vitro, apresentaram altas taxas de crescimento de brotos a partir de gemas
caulinares laterais e também se observou um aumento nos teores da auxina acido
indolilacético (AlA) e da citocinina isopenteniladenina (iP), indicando uma possivel
sinalizacdo positiva para a divisdo celular (HAMASAKI; PURGATTO; MERCIER,
2005).
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O menor crescimento observado na presenca de aménio para a bromélia epifita
Guzmania monostachia no estagio atmosférico talvez seja efeito da toxicidade que essa
fonte nitrogenada pode causar. Johansen (2001) consideraram que as raz6es do amonio
causarem toxicidade em algumas espécies ainda sdo pouco entendidas, no entanto
acreditam que haver um alto custo energético para ocorrer a sua assimilacao. Especula-
se ainda que a captacdo de amonio possa estar associada a extrusdo de prétons para fora
das células, causando forte reducdo do pH do meio de cultura, influenciando
negativamente a absor¢do de outros cations (MERCIER et al., 1997a). Efeitos
semelhantes quanto a essa possibilidade de toxicidade foram encontrados no cultivo in
vitro da orquidea Dactylorhiza incarnata a partir da concentracdo de 4 mM de aménio
(DUK; ECK, 1995). Tendo em vista que a concentragdo que se utilizou nesta pesquisa
foi de 5 mM de nitrogénio total para as diferentes fontes nitrogenadas, inclusive para o
amonio, sugere-se que, possivelmente, houve algum nivel de toxicidade as plantas

atmosféricas.

Poucos s@o os trabalhos que demonstram a influéncia de fatores ambientais na
alteracdo anatdmica interna ou externamente nas folhas de bromélias independente do
habito dessas plantas. Uma das alteracbes anatdmicas encontradas, em resposta ao
crescimento em diferentes fontes nitrogenadas, foi a presenca de maior numero de
tricomas nas trés regides foliares da face adaxial em plantas cultivadas em nitrato com
relacdo aquelas cultivadas em ureia. Outro resultado interessante é o gradiente crescente
de tricomas da regido apical para regido basal das folhas. Resultados, encontrados por
Rodrigues et al. (2016), indicam haver um gradiente crescente de tricomas do apice para
a base foliar de plantas adultas de G. monostachia, porém relatam para essa mesma
espécie na fase atmosférica, cultivada em casa de vegetacao, ocorrer uma distribuicao

homogénea do nimero de tricomas ao longo de toda a superficie foliar.

De acordo com Takahashi, Ceccantini e Mercier (2007), ao cultivar a espécie
Vriesea gigantea no estagio atmosférico in vitro, observaram 30 % menor quantidade de
tricomas na regido apical das folhas que na regido basal e o dobro de estdmatos na
regido apical comparativamente a basal. Os autores ainda sugerem que a maior
densidade de tricomas na base das folhas estaria envolvida com a absorcdo nitrogenada,
enquanto a maior quantidade de estbmatos na regido apical com a assimila¢do do N. De
acordo com Scatena e Segecin (2005), ao estudar 12 espécies de Tillandsias, a maioria

delas apresentou escamas epidérmicas com escudos assimétricos, que possivelmente
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aumentam a area de contato escudo/fluido, e quanto maior o nimero de escamas,
provavelmente, maior ser4 a capacidade de absor¢do de agua e nutrientes, assim
possibilitando recursos para estas espécies sobreviverem em ambientes sujeitos a

dessecacdo por ventos constantes e exposicédo solar.

Os resultados aqui apresentados para as plantas atmosféricas de G. monostachia
indicaram que as plantas com escudos ou discos mais numerosos em nitrato ou ainda
mais proximos uns dos outros poderiam ter influenciado positivamente a obtencdo das
maiores espessuras dos parénquimas aquifero adaxial e abaxial. Possivelmente, a fonte
nitrica que apresenta maiores numeros de tricomas quando compara-se com a fonte
ureidica, pode conferir maior possibilidade de sobrevivéncia em um ambiente natural

com escassez hidrica e exposigéo a luz solar.

Os nossos resultados indicam pela primeira vez que uma fonte nitrogenada pode
ser responsavel por modificacdes morfoldgicas/anatdmicas em bromélias. As folhas da
bromélia Guzmania monostachia seguem uma organizagédo tecidual semelhante aquela
encontrada na folha da espécie terricola Cryptanthus beuckeri E. Morren (RIBEIRO;
AOYAMA, 2015). Esses autores demonstraramm que existe um parénquima aquifero
adaxial, seguido de um parénquima clorofiliano e um parénquima aquifero abaxial. Essa
mesma organizacdo tecidual foi observada na espécie de bromélia epifita Tillandsia
adpressiflora Mez. (BRAGA, 1977) e em outras espécies de Tillandsias (SCATENA;
SEGECIN, 2005).

Para as plantas atmosféricas de Guzmania monostachia, observou-se que o0 NOz”
como Unica fonte de N propiciou a maior espessura do mesofilo e também dos
parénquimas aquifero adaxial e abaxial e do parénquima clorofiliano. Com relacdo a
influéncia de diferentes fontes nitrogenadas sobre o crescimento em epifitas, apenas
uma pesquisa com a orquidea Laelia purpurata relatou que quando cultivada in vitro na
concentracdo 15 mM de ureia juntamente com 1,80 mM de nitrato de aménio ocorreu
um aumento na espessura do mesofilo e redugdes expressivas no numero de células
radiculares, como as do velame e exoderme, além das células do cilindro vascular e
reducdo de 69 % das células da medula (SILVA JUNIOR et al., 2013).

Uma possivel explicagdo para esse fato do espessamento maior ou menor dos

tecidos foliares nos tratamentos pode ser devido a inducdo de diferentes teores
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hormonais nos tecidos e/ou, consequentemente, um aumento na divisdo celular ou
expansdo celular. Mercier et al. (1997b) encontrou na bromélia Vriesea
philippocoburgii e Tillandsia pohliana cultivadas in vitro durante seis meses em nitrato,
maiores concentragdes dos fitormonios auxinas e citocininas, 0s quais sdo estdo
envolvidos com a divisdo e expansdo celular. Teores maiores de citocininas foram
encontrados em plantas cultivadas na presenca de ureia ou amonio quando comparado
com plantas cultivadas em nitrato. Especificamente para plantas cultivadas em ureia,

houve maiores teores de auxinas para as duas espécies citadas acima.

A ureia € uma fonte nitrogenada que pode ser absorvida em plantas superiores,
como Arabidopsis thaliana, através de transportadores de alta afinidade como o0 DUR3
(LIU et al.,, 2003). Em folhas de bromélias da espécie Vriesea gigantea adultas
cultivadas na presenca de ureia, sugere-se a participacdo de transportadores proteicos
(aquaporinas) que ndo apresentaram saturacdo mesmo em altas concentracOes dessa
fonte nitrogenada, contribuindo também para a redistribuicdo de dgua ao longo da folha
mesmo em condicdo hidrica limitante (MATIZ et al., 2017). Ap0s ser absorvida, a ureia
é clivada em duas moléculas de amonio e uma de diéxido de carbono por meio da
atividade da enzima urease (INSELSBACHER et al., 2007). As moléculas de ambnio
sdo metabolizadas pela enzima glutamina sintetase (GS) com gasto de ATP e uso de

cofatores catidnicos como 0 magnesio, manganés e cobalto (SODEK, 2008).

O nitrato além de ser utilizado para o incrementar o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, também pode influenciar na expressdo génica de
aquaporinas; especificamente de aquaporinas da subfamilia de proteinas intrinsecas da
membrana plasmatica (PIPs). Observou-se a inducao da expressdo génica de ZmPIP1;5
em raizes de Zea mays (milho) apds o cultivo com nitrato (GASPAR et al., 2003). De
acordo com Wang, Garvin e Kochian (2001), foram encontrados sete genes
relacionados aos canais transportadores de agua, que na presenca de nitrato sdo
induzidos em plantas de tomateiro (Lycopersicon esculentum). A condutividade
hidraulica da raiz (Lpr) de plantas de Arabidopsis thaliana aumentou na presenca de
nitrato, assim como houve aumento na transcricdo de genes PIP, fatos que
possibilitaram aos tecidos maior aporte hidrico (LI et al., 2016). A expressdo de genes
da subfamilia PIP de aquaporina e maior Lpr podem ter sido responsaveis, ao menos em

partes, pelos resultados de melhor acumulo de &agua, encontrado nas plantas
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atmosféricas de G. monostachia que foram cultivadas in vitro na presenca de 5 mM de

nitrato.

A fonte nitrica também proporcionou para as plantas atmosféricas de G.
monostachia uma maior producdo de clorofilas e carotenoides. A segunda fonte
nitrogenada que proporcionou maior teor de clorofilas e carotenoides foi o amdnio.
Endres e Mercier (2001), ao cultivar in vitro as espécies Ananas comosus e Vriesea
gigantea na presenga das fontes amdnio ou ureia a 5mM, observaram maiores teores de
clorofilas no tratamento com aménio. Além disso, os resultados de ganho de massas
fresca e seca na espécie Ananas comosus também apontaram para 0 NOs™ como uma boa
fonte de N para estimular o crescimento de plantas jovens (SIDERIS; YOUNG, 1947).
O nitrato é reduzido por meio das enzimas nitrato redutase (NR), nitrito redutase até
amonio nos tecidos vegetais, seguindo a assimilacdo para produzir aminoéacidos, e
posteriormente, sdo sintetizados os acidos nucleicos, proteinas, clorofilas, alcaloides,
glicosideos cianogénicos e glucosinolatos entre outras substancias (BUCHANAN;
GRUISSEN; JONES, 2015). Nas folhas, o nitrogénio proveniente do nitrato pode ser
alocado principalmente em clorofilas e proporcionar um aparato fotossintético melhor
as plantas, fato que pode ter ocorrido com o cultivo in vitro da espécie de bromélia G.

monostachia na fase atmosférica.

Outro resultado interessante é referente aos principais aminoacidos presentes nos
tecidos foliares das plantas atmosféricas de G. monostachia. Enquanto para a maioria
dos vegetais asparagina (asn) e glutamina (gIn) séo as formas predominantes, para G.
monostachia encontrou-se, além da asn, o aminoacido lisina (lys). 1sso € pouco comum.
Como mencionado por Sodek (2008), diferentes espécies podem ter a lisina como aa de
transicdo na cascata da via do aspartato, ao atuar com regulador negativo da via de
aminoacidos formadores de lisina, isoleucina, treonina, cisteina, leucina e valina,
regulando assim o crescimento. A enzima &cido lisina-cetoglutarico redutase (LKR)
condensa o aminoacido lys em acido alfacetoglutarico, posteriormente utilizado no ciclo
do &cido citrico. Um mutante em LKR sugeriu que essa enzima pode estar ligada com a
regulacdo do balango de nitrogénio em plantas e a degradacéo de lisina com a sintese de
proteinas (ARRUDA et al., 2000).

Gongalves et al. (2016) analisaram a estocagem de nutrientes na forma de

proteinas, taxa de crescimento das plantas, nitrogénio incorporado nos tecidos e
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aminoécidos assimilados, proveniente de fezes de anuros em duas subfamilias de
bromélias adultas (Bromelioideae e Tillandsioideae), divididas em sete espécies
(Ananas bracteatus, Quesnelia arvensis, Aechmea blanchetiana, Neoregelia cruenta,
Vriesea gigantea, Vriesea bituminosa e Tillandsia cyanea). Neste estudo, 0s autores
observaram que, dentre os aminoacidos estocados, a maior quantidade foi na forma de
asparagina. Ainda com relagdo a esse estudo, foram observados altos teores de
asparagina em bromélias do tipo ecofisiologico Il (Vriesea gigantea e Vriesea
bituminosa) e do tipo 1V (Tillandsia cyanea), que compreendem plantas com uma fase
atmosférica ou totalmente atmosféricas. De acordo com Weissman (1959), houve uma
alocacdo de maiores teores de nitrogénio em plantas de trigo na forma dos aminoacidos
asparagina e glutamina quando as plantas foram cultivadas na presenca de aménio, com
relagdo as plantas cultivadas em nitrato. Resultados semelhantes de maior
armazenamento de asparagina na presenca de amonio 5mM em comparagdo com ureia
foi observado por Endres e Mercier (2001) ao cultivar as bromélias Ananas comosus e

Vriesea gigantea por dois meses em condicdo laboratorial in vitro.

As plantas de Guzmania monostachia no estagio atmosfeérico ndo apresentam o
tangque e, portanto, ndo proporciona a visitacdo de organismos que contribuiriam com
fontes nitrogenadas organicas como ureia. Pode-se esperar, portanto, que elas estejam
melhor adaptadas a se desenvolver na presenca de formas inorgénicas de N, como o
nitrato. O nitrogénio proveniente do nitrato para as plantas epifitas geralmente estd em
menor quantidade que o amdnio, ja que é favorecida a formacdo de amdnio na agua de
chuvas (HEATON 1987; LIU et al., 2012). Mas, a concentracdo de nitrato pode ser
incrementada na agua de escorrimento que passa pelo dossel da floresta, chegando
enriquecida nesse nutriente para as plantas epifitas (CLARK et al., 1998). Mesmo que
algumas bromélias adultas, como a espécie Vriesea gigantea (INSELSBACHER et al.,
2007) e a espécie G. monostachia (ZOTZ, 2016), tenham preferéncia pela absorcdo do
amonio, as atmosféricas podem preferencialmente absorver e assimilar o nitrato. Até
mesmo porque o nitrato ndo apresenta 0 mesmo efeito de toxicidade que o aménio pode
apresentar (BRITTO; KRONZUCKER, 2002).

Assim, 0s nossos resultados de cultivo in vitro apontam que diferentes fontes
nitrogenadas modificam metabolicamente e estruturalmente a bromélia Guzmania
monostachia, sendo a fonte nitrica a mais apropriada para uma adequada estocagem de

agua nos parénquimas aquiferos e producdo do parénquima clorofiliano, promovendo
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um melhor crescimento e desenvolvimento das plantas no estagio atmosférico. Dessa
maneira, pode-se sugerir que a bromélia em fase atmosférica apresentou semelhangas as
caracteristicas de comportamento fisiolégico da bromélia terricola Ananas comosus.
Tal fato talvez seja devido a falta de um tanque e, portanto, a falta de acesso as fontes
nitrogenadas orgéanicas como, por exemplo, a ureia. J& a fonte amoniacal e ureidica ndo
estimularam o crescimento e desenvolvimento das plantas nesse estagio ontogenético,
ao contrario do encontrado para a fase adulta com tanque de outras bromélias epifitas.
Talvez a toxicidade do NH4*, quando esse ion ndo é assimilado rapidamente em
aminoacidos, tenha prejudicado o crescimento e a formacgdo dos tecidos. O aminoacido
glutamina, aparentemente, também mostrou-se ter um efeito ligeiramente positivo sobre
0 crescimento da bromélia G. monostachia atmosférica, apesar de ndo termos
encontrado diferencas estatisticas significativas em relacdo as demais fontes

empregadas.

Experimentos futuros ainda poderdo explorar a funcionalidade dos tricomas nos
diferentes tratamentos nitrogenados. E dessa maneira comprovar se uma condi¢cdo com
maior niumero de tricomas e com tamanhos diferentes possibilitaria uma maior absorcao
de agua e nutrientes. Seria interessante, também, conhecer os conteddos endégenos de
auxinas e citocininas, correlacionando com as presencas dos parénquimas aquiferos e
clorofilianos mais bem estabelecidos na presenca de nitrato. Além disso, o fornecimento
de todas as fontes nitrogenadas ao mesmo tempo, sendo que uma delas marcada com
N*° poderia dar uma ideia mais precisa sobre a preferéncia nutricional de Guzmania
monostachia, comparando o comportamento das formas atmosféricas com as adultas

com tanque.
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Figura 1. (A) Altura, (B) diametro, (C) nimero de folhas e (D) numero de raizes de plantas de
Guzmania monostachia atmosféricas cultivadas in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato,
amonio, glutamina ou ureia). Barras indicam medias e erro padrdo. Letras minusculas indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos (ANOVA/ Tukey HSD, a = 0,05).
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Figura 2: Area das folhas do sexto n6 da roseta de Guzmania monostachia atmosféricas
que foram cultivadas in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, amonio,
glutamina ou ureia). Barras indicam médias e erro padrdo. Letras minasculas indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos (ANOVA/ Tukey HSD, a = 0,05).
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Figura 3: Densidade de tricomas nas por¢des (A) apical, (B) mediana e (B) basal das
faces adaxial e abaxial das folhas de plantas atmosféricas de Guzmania monostachia
cultivadas in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou
ureia). Barras indicam médias e erro padrdo. Letras minusculas indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos (ANOVA/ Tukey HSD, a = 0,05).
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Figura 4: Aspecto geral da epiderme em microscopia eletrdnica de varredura de folhas do sexto nd da roseta de Guzmania monostachia cultivadas in vitro em
diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou ureia). (A), (B), (C) e (D) representam apices foliares submetidos aos tratamentos de nitrato,
amonio, glutamina ou ureia, respectivamente; (E), (F), (G) e (H) representam as porc¢des medianas e (1), (J), (K) e (L) representam as bases foliares.
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Figura 5: Aspecto geral da epiderme em microscopia eletrdnica de varrdur. (A), (B), (C) e (D) representam épice Iia submetidos aos tratamentos de
nitrato, amoénio, glutamina ou ureia, respectivamente; (E), (F), (G) e (H) representam as por¢des medianas e (1), (J), (K) e (L) representam as bases foliares.
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Figura 6: Espessura média do mesofilo nas porcdes (A) apical, (B) mediana e (B) basal
na sexta folha de Guzmania monostachia atmosféricas cultivadas in vitro em diferentes
fontes nitrogenadas (nitrato, amdnio, glutamina ou ureia). Barras indicam médias e erro
padrdo. Letras minGsculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos
(ANOVA/ Tukey HSD, a = 0,05).
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Figura 7: Espessura média dos tecidos (A) e (D) parénquima aquifero adaxial, (B) e (E) parénquima
clorofiliano e (C) e (F) parénquima aquifero abaxial nas porcées (A), (B), (C) apical e (D), (E), (F)
mediana na sexta folha de Guzmania monostachia quando plantas atmosféricas foram cultivadas in
vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou ureia). Barras indicam médias e
erro padrdo. Letras minusculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos (ANOVA/ Tukey
HSD, a = 0,05).
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Figura 8: Secc0es transversais de folhas do sexto n6 da roseta de Guzmania monostachia quando atmosféricas cultivadas in vitro em diferentes
fontes nitrogenadas. A sequéncia da esquerda para a direita representa os resultados obtidos para as fontes nitrato, amonio, glutamina e ureia. (A),
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tratamentos e M, ), (K) e (L) representam as bases foliares.

100 um

52




500

400 4

Clorofilas totais (ug.g.MF)

100 4

300 1

A)

Carotenoides totais (ug.g.MF)

100

504

(B)

[ Nitrato
3 Aménio
@@ Glutamina
BB CUreia

Figura 9: Teor de clorofilas totais (A) e carotenoides totais (B) em Guzmania monostachia quando
plantas atmosféricas foram cultivadas in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, amonio,
Barras indicam médias e erro padrdo. Letras minusculas indicam diferencas

glutamina ou ureia).
estatisticas entre os tratamentos (ANOVA/ Tukey HSD, a = 0,05).
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Figura 10: Teor de proteinas sollveis totais em plantas atmosféricas de Guzmania monostachia
cultivadas in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou ureia).
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Figura 11: Teor de aminodcidos - livres em um pool de amostras foliares de Guzmania
monostachia quando plantas atmosféricas foram cultivadas in vitro em diferentes fontes
nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou ureia). Barras indicam médias e erro padréo. Letras
minusculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos e letras maiusculas indicam
diferengas entre os tipos de aminoacidos (ANOV A/ Tukey HSD, a = 0,05).
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Capitulo 02 — Efeitos de diferentes fontes de nitrogénio e do déficit
hidrico sobre o grau de expressdo do CAM em plantas atmosféricas de
Guzmania monostachia cultivadas in vitro.

Resumo

A espécie Guzmania monostachia apresenta heteroblastia, isto €, uma fase juvenil
atmosférica e uma fase adulta com desenvolvimento de tanque. Por meio de trocas
gasosas, flutuacdo noturna de acidos e razdo isotdpica, constatou-se que as plantas
jovens dessa espécie ja expressam o metabolismo acido das crassulaceas (CAM). Em
resposta as adversidades ambientais, como a seca temporéaria ou a indisponibilidade de
nutrientes, um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode
ocorrer e, dependendo da concentracdo alcangcada nos tecidos, pode gerar danos
oxidativos. Entretanto, as ROS também podem estar envolvidas com processos de
sinalizagdo celular, desde que em baixas concentracfes. Folhas destacadas de plantas
adultas de Guzmania monostachia, submetidas a um déficit hidrico e cultivadas na
presenca de diferentes fontes nitrogenadas mostraram diferentes intensidades de CAM e
teores de ROS no apice foliar. Entretanto, pouco se conhece, até 0 momento, sobre a
modulacdo do CAM em plantas da fase juvenil. Assim, esta pesquisa objetivou analisar
os efeitos do cultivo prévio de plantas atmosféricas em diferentes fontes de nitrogénio
sobre a modulagdo da intensidade do CAM interferindo na capacidade dessas plantas
resistirem a um periodo posterior de déficit hidrico. Isso foi avaliado por meio das
medidas de suculéncia dos tecidos, acimulo noturno de &cidos orgéanicos, atividade da
enzima PEPC, producgdo de H.O; e atividade de enzimas antioxidantes: SOD; CAT;
APX; GPOX e GR. Os resultados demonstraram que a fonte nitrica propiciou a maior
expressdo do CAM em relacdo as outras fontes nitrogenadas, quando computado o
conteddo total de &cidos organicos (acidos malico + citrico). No entanto, ndo foram
observados aumentos da atividade da PEPC nas plantas crescidas nas fontes
inorganicas, como o nitrato, mas somente nas organicas no tratamento de déficit hidrico.
Diferentemente das outras fontes de N, o nitrato foi a que propiciou 0 maior acumulo
noturno de acido citrico nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica. Houve tambem
uma maior suculéncia dos tecidos no tratamento com nitrato, mesmo apds a imposicao
dos 7 dias de deficiéncia hidrica, indicando que essa alteracao de estocagem de dgua em
maior proporc¢do deva ser uma condi¢do importante para o desenvolvimento de um grau
mais elevado de CAM. O conteldo de perdxido de hidrogénio aumentou quando as
plantas previamente cultivadas em nitrato foram submetidas ao déficit hidrico,
sugerindo que essa ROS poderia atuar como um sinalizador na modulacdo do CAM, ja
que as atividades das enzimas antioxidantes diminuiram em relacdo ao controle (SOD e
GR) ou permaneceram iguais estatisticamente (CAT, APX, GPOX). Em concluséo, as
plantas atmosféricas de Guzmania monostachia, as quais cresceram e se desenvolveram
na presenca de nitrato e que posteriormente foram submetidas a deficiéncia hidrica,
apresentam maior suculéncia e intensidade do CAM, sugerindo que essas plantas
possam tolerar melhor o estresse hidrico do que as plantas cultivadas em outras formas
de N. Ao contrario de trabalhos anteriores do grupo que mostraram que as plantas
adultas de G. monostachia intensificaram o CAM na presenca de aménio, indicando que
plantas de diferentes fases de desenvolvimento possuem comportamentos fisiologicos
diferentes.
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Palavras-chave: Fontes nitrogenadas, fotossintese CAM, bromélia epifita, ROS.
Enzimas antioxidantes, nitrato, amdnio, ureia, glutamina.

Abstract

The species Guzmania monostachia presents heteroblasty, i.e., an atmospheric young
phase and adulthood with a tank. Through gas exchange and the nocturnal acids
fluctuation, it was found that the young plants of this species have the Crassulacean acid
metabolism (CAM). In response to the environmental variations, such as intermittent
drought or nutrient unavailability, an increment in the production of the reactive oxygen
species (ROS) can occur and, depending on the concentration achieved by the tissues, it
can generate oxidative damages. However, the ROS can also be involved in signaling of
the cells at low concentrations. Withdrawn leaves of adult plants of Guzmania
monostachia submitted to water deficit and different nitrogenous sources showed
different intensities of CAM and levels of ROS in the foliar apex. However, little is
known about the modulation of CAM in the juvenile plants. Thus, this study aimed to
analyze the effects of cultivation of atmospheric plants in different nitrogen sources on
the modulation of the intensity of CAM, affecting plant responses to a later period of
water deficit. It was evaluated using the leaves succulence, the accumulation of
nocturnal organic acids, the activity of the enzymes PEPC, H.O> production and the
activity of antioxidant enzymes: SOD, CAT, APX, GPOX and GR. The results showed
that the nitric source provided the greatest expression of CAM than other nitrogenous
sources when accounted the total content of organic acids (malic + citrus acids).
However, it was not observed an increment in the activity of PEPC in plants that growth
in inorganic sources such as nitrate, but only in the treatment of organic nitrogen
combined with water deficit. Unlike other sources of N, nitrate was the only source that
provided the biggest nocturnal citric acid accumulation in plants submitted to deficiency
of water. There was also a greater succulence of plant tissues in the nitrate treatment
even after seven days of water deficiency, indicating that this change in water storage
should be an important condition a higher degree of CAM expression. The content of
H20> increased in plants that were previously cultivated in nitrate were after submitted
to hydric deficit, suggesting that ROS could act as a signaling in the modulation of the
CAM metabolism as the activities of antioxidant enzymes decreased compared to the
control treatments (SOD and GR) or remained the statistically same (CAT, APX,
GPOX). In conclusion, the atmospheric Guzmania monostachia plants which grew in
the presence of nitrate and that subsequently were submitted to deficiency of water
presented greater succulence and an intensification of the CAM metabolism, suggesting
that these plants can tolerate better the water stress conditions compared with plants that
receive other forms of N. Unlike previous researches that have shown that adult plants
of G. monostachia intensified the CAM in the presence of ammonium, indicating that
plants of different development stages have different physiological behaviors.

Keywords: Nitrogen sources, CAM photosynthesis, epiphytic bromeliad, ROS,
antioxidant enzymes, nitrate, ammonium, urea, glutamine.

57



Introducéo

As plantas que se estabelecem no ambiente epifito ficam expostas a uma
intermiténcia de agua e nutrientes (LUTTGE, 1989). Algumas dessas plantas
apresentam adaptacdes para lidar com essas variagdes ambientais como, por exemplo,
as bromélias que possuem folhas com a regido basal alargada e sobrepostas, formando
um reservatorio de &gua e nutrientes chamado de tanque. Por meio dos tricomas
foliares, a solucdo depositada no tanque pode ser absorvida (ZOTZ; HIETZ, 2001;
BENZING, 2000). Porém, algumas bromélias ndo apresentam a formacao do tanque ao
longo da sua vida. Outras, ao longo do seu crescimento e/ou desenvolvimento,
apresentam heteroblastia, isto é, possuem uma forma juvenil sem tanque, conhecida
pelo termo atmosférica, e uma adulta com tanque (ZOTZ; WILHELM; BECKER,
2011).

A espécie Guzmania monostachia apresenta uma fase juvenil e na idade adulta
desenvolve um tanque. Por meio de trocas gasosas, flutuagdo noturna de &cidos e razéo
isotOpica, constatou-se que na fase atmosférica as plantas da espécie G. monostachia
apresentam o metabolismo éacido das crassulaceas (CAM) constitutivamente
(RODRIGUES et al., 2014; BELTRAN et al., 2013). Quantificaces da acidez noturna
feitas em nosso laboratério confirmaram esse tipo de metabolismo em plantas
atmosféricas (Rodrigues et al. 2016; Carvalho et al. 2017). As plantas adultas com
tangue, no entanto, possuem uma fotossintese C3-CAM facultativa, ja que pode alterar
seu metabolismo de Cs (boa condicéo hidrica) para 0 CAM quando em condicdao de falta
de agua, regulando desta maneira a sua condicdo fotossintética conforme a condicédo
hidrica ambiental (FRESCHI et al., 2010a). O CAM propicia uma concentracdo de gas
carbdnico (COy) para o funcionamento da RUBISCO ao mesmo tempo que reduz a
transpiracdo durante o dia, jA& que o0s estbmatos se abrem, preferencialmente ou
totalmente, apenas no periodo noturno quando as temperaturas sao menores e a umidade
do ar mais elevada (MATIZ et al., 2013). Em condic¢des de déficit hidrico, as plantas
CAM podem incrementar as atividades das enzimas fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPC) e da malato desidrogenase (MDH), que sdo enzimas chaves no processo inicial
de assimilacdo do CO. em esqueleto carbdnico, formando acidos orgénicos que sdo
estocados no vactolo (BORLAND et al., 2011).
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Em resposta as adversidades ambientais, como, por exemplo, os déficits hidrico
e/ou nutricional, é descrito acontecer um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que, dependendo da concentragdo alcangada, pode gerar danos
oxidativos (GILL; TUTEJA, 2010). Entretanto, as ROS também podem estar envolvidas
com processos de sinalizagdo celular. De acordo com Slesak e Miszalski (2003), foi
encontrado um aumento de peroxido de hidrogénio (H.O2) na transicdo entre os
metabolismos Csz para o CAM para Mesembryanthemum crystallinum (uma planta
também considerada C3-CAM facultativa da familia Aizoaceae) cultivada em condicéo
de excesso de luz. Possivelmente, de acordo com os autores, 0 H20. pode atuar como
um sinal importante nessa mudanca de padrao da fotossintese, ja que a meia-vida dessa
ROS é maior que de outras ROS mais reativas.

Plantas de Rosularia elymaitica, uma crassulacea também C3.CAM facultativa,
ao serem submetidas ao déficit hidrico, aumentaram significativamente o metabolismo
antioxidante quando em condicGes de estresse, sendo as atividades das enzimas
dismutase do superoxido (SOD) e peroxidase de ascorbato (APX) as mais modificadas
positivamente, possivelmente protegendo essas plantas de uma condicdo danosa aos
tecidos (HABIBI; HAJIBOLAND, 2011). Os autores Da costa et al. (2005), ao
comparar dois genoétipos de Sorghum bicolor, um deles tolerante (CSF20) e outro
sensivel (CSF18) ao estresse osmatico causado por salinidade, observaram uma reducao
na enzima guaiacol peroxidase (GPOX) em plantas sensiveis e um aumento nas
tolerantes. A enzima GPOX geralmente estd associada a condi¢cdes adversas que 0S
vegetais ficam expostos, e assim como outras enzimas antioxidantes, decompde o H.O>
formado nas células vegetais (MEHLA et al., 2017). O sistema antioxidantes enzimatico
atuam em diversos compartimentos celulares, de maneira geral, metabolizando espécies
reativas de oxigénio que possuem um elétron desemparelhado (radical livre) até uma
espécie de menor reatividade como o H20 ou até a agua — ver esquema abaixo; Fig.1 -
(BUCHANAN; GRUISSEN; JONES, 2015).
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Figura 1: Esquema representativo do sistema antioxidante presente nas celulas vegetais
e respectivos compartimentos. O, radical superdxido; SOD superoxido dismutase;
H>0, perdxido de hidrogénio; APX ascorbato peroxidase; MDA monodehidroascorbato;
OH" radical hidroxila; GPOX guaiacol peroxidase; GSH glutationa peroxidase; H.O
agua. Figura modificada a partir de JAJIC et al., 2015 e DAS et al., 2015.

Borland; Maxwell e Griffiths (2006) ressaltaram a importancia de demonstrar o
envolvimento das espécies reativas de oxigénio e das enzimas antioxidantes com o
CAM. Porém esse campo de pesquisa com ROS ainda ha muitas divergéncias, sendo
um ponto polémico entre varios autores. Os primeiros estudos com as espécies reativas
de oxigénio focavam principalmente na capacidade das ROS causarem danos
oxidativos, sendo consideradas prejudiciais aos tecidos vivos (BUCHANAN;
GRUISSEN; JONES, 2015). Mas, ao longo do tempo, os estudos demonstraram que as
ROS, em especial aquelas que apresentam maior tempo de permanéncia nos tecidos,
podem atuar como sinalizadoras de variagdes ambientais e de possiveis situacoes
causadoras de estresse aos tecidos vivos (BUCHANAN; GRUISSEN; JONES, 2015;
DAS et al., 2015). O radical hidroxila, que é dito como uma das ROS mais danosas,
reagindo com proteinas, lipideos, DNA, carboidratos e outras moléculas, possui uma
vida-média de 1 nanossegundo (ns), enquanto que o peréxido de hidrogénio, que é uma
espécie reativa de oxigénio, mas ndo um radical livre, apresenta vida-média de 1
milessegundo (ms), raramente causando danos em proteinas e lipideos (MOLLER;
JENSEN; HANSSON, 2007). Em concentracBes baixas nas células e tecidos, o
perdéxido de hidrogénio pode atuar como sinalizador da senescéncia foliar (PENG et al,
2005), da fotorespiracdo e fotossintese (NOCTOR et al., 2002), do ciclo celular, do
crescimento e desenvolvimento (TANOU; MOLASSIOTIS; DIAMANTIDIS, 2009) e
estd envolvido na inducdo a genes relacionados com condigdes estressantes para o
vegetal (GILL; TUTEJA, 2010). Carvalho et al. (2017) relatam para as plantas
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atmosféricas da bromélia G. monostachia cultivadas em casa de vegetacdo, que o
sistema antioxidante da APX e CAT para lidar com o H202 pode ser sinalizador no

processo de reidratacdo das plantas que estavam em déficit hidrico.

De acordo com Hessini et al. (2013), as plantas da espécie Spartina alterniflora,
(Poaceae) que cresceram em amonio, ao serem submetidas a uma condigdo de excesso
salino, apresentaram um melhor crescimento quando comparado ao cultivo em nitrato.
Além disso, as plantas cultivadas em amoénio apresentaram maiores atividade das
enzimas SOD, APX e catalase (CAT) e menores teores de H>O,. Os maiores niveis de
enzimas antioxidantes poderiam proteger o funcionamento de enzimas como PEPC de
possiveis danos causados pelas ROS. Esses autores ressaltam que ainda sdo necessarios
mais estudos que correlacionem o déficit hidrico e a exposicdo a determinados
nutrientes, como as fontes nitrogenadas. Quando plantas atmosféricas de G.
monostachia foram cultivadas em condi¢do ex vitro e apresentavam inducdo mais
intensa do CAM por causa da imposicdo de um déficit hidrico, houve redugdes nas
atividades das enzimas antioxidantes de SOD, CAT e APX, enquanto a atividade da
enzima glutationa redutase (GR) aumentou com relacdo ao controle (CARVALHO et
al., 2017). Essa reducédo das atividades enzimaticas é discutida como uma resposta ao
aumento da intensidade do CAM que proporcionaria uma remobilizacdo de elétrons
para a fotossintese, reduzindo as ROS e, consequentemente, a atividade das enzimas

antioxidantes.

Folhas destacadas de plantas adultas de Guzmania monostachia submetidas a um
déficit hidrico e cultivadas na presenca de diferentes fontes nitrogenadas, mostraram
diferentes intensidades de CAM no apice foliar (RODRIGUES et al., 2014). Isto é,
folhas que receberam a concentracdo de 5 mM de aménio junto com polietilenoglicol
6000 (PEG) 30% foram favorecidas na expressdo do CAM com relacdo as folhas
cultivadas em nitrato. Houve também maiores atividades das enzimas antioxidantes
SOD, CAT, APX e GR na condicdo amoniacal, sugerindo que nessa condicao
nitrogenada propicia uma maior capacidade dos tecidos foliares apicais em lidar com
possiveis danos oxidativos (PEREIRA, 2016). Entretanto, pouco se conhece sobre o
grau de intensidade do CAM em diferentes fontes nitrogenadas para plantas
atmosféricas de G. monostachia. Imagina-se, com base nos resultados obtidos com as
folhas de plantas adultas que o aménio pode conferir maior tolerancia ao déficit hidrico,
induzindo maior intensidade do CAM. Ainda, essa maior tolerancia a seca poderia estar
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relacionada com uma maior protecdo dos tecidos oferecida pelo conjunto de enzimas
antioxidantes, além do aumento do grau de CAM, em plantas cultivadas em amoénio.
Mas, como ja observado no capitulo 1, as plantas atmosféricas apresentaram um melhor
crescimento e desenvolvimento na condicdo nitrica, diferente de outras bromélias que
mostraram melhor crescimento em na amoniacal, como, por exemplo, as plantas da

espécie Vriesea gigantea.

A importéncia da fertilizagdo, aliado ao nivel de fotossintese com determinados
tipos de fontes nitrogenadas, é ainda pouco conhecida até mesmo para espécies
agriculturaveis, apesar da alta relevancia desse assunto. Outro campo pouco abordado
na literatura refere-se a relagdo das diferentes fontes nitrogenadas com o CAM e/ou com
0 metabolismo antioxidante. Assim, no presente estudo prop6s-se analisar os efeitos do
cultivo de plantas atmosféricas in vitro em diferentes fontes de nitrogénio sobre a
capacidade dessas plantas resistirem ao déficit hidrico. Isso foi avaliado por meio das
medidas de intensidade do CAM e da producéo de ROS associada com o aparecimento

de enzimas antioxidantes.
Material e métodos

Obtencédo do material vegetal e cultivo em diferentes fontes de N

Utilizaram-se plantas atmosféricas de Guzmania monostachia (L.) Rusby ex.
Mez. cultivadas in vitro com aproximadamente dois centimetros de altura. Essas plantas
cresceram em meio de cultura composto por macronutrientes da formulacdo de
Knudson (1946), modificado quanto a concentracdo de N, sendo essa reduzida a ¥% do
teor original. Em seguida, elas foram transferidas para o0 mesmo tipo de meio, no
entanto, retiraram-se as fontes de N e, apds um periodo de 7 dias sob restricdo total de
N, as plantas permaneceram por 3 meses em meio Knudson (1946) modificado quanto
as formas de N oferecidas isoladamente. Isto &, diferentes sais nitrogenados foram
acrescentados como fontes Unicas de N: nitrato, amdnio glutamina ou ureia (tratamentos
nitrogenados). Cada fonte nitrogenada foi ajustada para ter uma concentracdo de 5 mM
de N total, sendo adicionado ainda 1 uM de cloreto de niquel em todos os tratamentos.
O meio de Knudson modificado foi ainda adicionado de micronutrientes da formulacao

descrita por Murashige e Skoog (1962), 0,5 g/L de carbonato de calcio e 2 g/L de
phytagel.
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Tratamento com deficiéncia hidrica

As plantas cultivadas nas diferentes fontes nitrogenadas foram divididas em dois
grupos: as do controle (sem PEG) e as que compuseram o tratamento de deficiéncia
hidrica por um periodo de 7 dias. A formulacdo nitrogenada basica em que as plantas
permaneceram por trés meses (citada anteriormente), foi mantida, entretanto o grupo de
plantas que enfrentou o déficit hidrico teve a adi¢do de polietilenoglicol (PEG 6000) a
15 % ao meio de cultura gelificado com 6 g/L de phytagel, gerando um potencial
osmotico de -1,9 Mpa. Os frascos de vidro utilizados para o cultivo das plantas ao longo
de todo o experimental foram os com tampas, contendo uma rolha central que permitiu
maior troca gasosa com 0 ambiente externo. Todos os frascos permaneceram nas
prateleiras da sala de cultivo com 12 horas de luz com intensidade de aproximadamente
200 pmol m? s, temperatura de 25 + 2 °C e umidade de 50% = 2 %.

Suculéncia foliar

A suculéncia foliar foi realizada como descrita por Kluge e Ting (1978), levando
em consideracdo as medidas das massas fresca (MF) e seca (MS) das folhas e também o
teor de clorofilas totais das plantas nas diferentes fontes nitrogenadas. Calculou-se para

triplicatas de acordo com a formula:
Suculéncia = (MF-MS) / (chl total = mgMF)
Atividade da enzima PEPC

A determinacdo da atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC)
foi fundamentada no método de Nievola et al. (2005) e ajustado para G. monostachia de
acordo com Freschi et al. (2010b). A coleta das folhas foi realizada uma hora apds o
acendimento das luzes da camara de crescimento. As amostras foliares de
aproximadamente sete plantas (500 mg) foram armazenadas em nitrogénio liquido e no
momento da andlise, procedeu-se a trituracdo com N liquido. Utilizou-se triplicata,
contendo cada uma 500 mg desse material vegetal e homogeneizada em 2,5 ml de
tampdo de extracdo (pH 8,0), contendo 200 mM de tris(hidroximetil)aminometano
cloridrato (Tris-HCI), 10 mM cloreto de magnésio (MgCl;), 5 mM de ditiotreitol
(DTT), 1 mM de é&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 0,5 % (m/v) albumina

bovina (BSA) e 10 % (v/v) de glicerol. As amostras no tampéo de extracdo passaram
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por centrifugacdo a 15.000 rpm por 2 minutos a 4 °C. A partir do sobrenadante
resultante, foram coletadas aliquotas e utilizadas no ensaio enzimatico. A atividade da
PEPC foi realizada a partir de 400 pl de extrato adicionado a microtubos, mantidos a
temperatura de 30 °C, contendo como meio de reagcdo 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM
DTT, 10 mM MgCl,, 100 mM bicarbonato de sédio (NaHCO3), 20 mM nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NADH) e 3 mM fosfoenolpiruvato (PEP). O ensaio foi
mensurado com base no consumo de NADH e quantificado em espectrofotdmetro (340

nm) em um intervalo de 0 a 4 minutos.
Quantificacdo do acumulo de acidez noturna

Utilizou-se 0,1 g de folhas (MF) de Guzmania monostachia trituradas em
nitrogénio liquido, para cada uma das triplicatas de cada tratamento. Coletaram-se as
amostras uma hora apos o acendimento da luz da camara de crescimento e uma hora
antes do inicio do periodo de escuro. As amostras foram extraidas com uma solucgéo de
MCW- metanol, cloroformio e dgua - na proporc¢éo de 12:5:1. Utilizou-se ainda o acido
benzoico®*C (1mg/ml) como padrdo interno. As amostras permaneceram em banho-
maria a 60 °C por 30 minutos. Posteriormente, adicionaram-se 500 pL de agua
ultrapurificada e centrifugou-se o material a 13.000 rpm durante 10 minutos. O

sobrenadante foi utilizado para a derivatizagéo.

Na derivatizacdo para realizar a quantificacdo dos acidos organicos (malato e
citrato), utilizaram-se 100 pL do extrato. Esse foi seco totalmente a 60 °C apds 150
minutos em um concentrador de amostras (modelo Centri-Vap); em seguida
acrescentaram-se 25 pl de piridina e 25 pul do N-tert-butyldimethylsilyl-N-
methyltrifluoroacetamide (MTBSTFA) e incubou-se o material durante uma hora a 90
°C. Apds o tempo de incubacdo, as amostras esfriaram por 15 minutos e foram injetadas
num cromatégrafo a gas acoplado a um detector de massas (GC-MS, da sigla em
inglés). A rampa de temperatura foi de 100 a 300 °C, a 6 °C por minuto e mantido a 300
°C por mais 10 minutos. O teor de acidos organicos foi determinado por meio da
diferenca entre o contetdo de malato e citrato obtido no primeiro horario (1 hora ap6s o
ascendimento das luzes) e o respectivo conteido de malato e citrato obtido no segundo
horario (A acido malico e o A 4cido citrico) e calculado com base na curva de malato e
citrato construidas previamente (0 a 12 pg/ml). O conteudo total de acidos organicos foi

realizado por meio da soma dos deltas de malato e citrato.
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Quantificacdo do perdxido de hidrogénio

Para a determinacdo do teor de perdxido de hidrogénio (H20,) utilizou-se o
método descrito por Junglee et al. (2014) com algumas modificacGes. A partir de 100
mg de material fresco triturado em 1 ml de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%,
centrifugou-se por 13000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Do sobrenadante usaram-se 100
pl colocados em microtubos contendo 150 ul de TCA 0,1 %, 250 pl de fosfato de
potassio (KH2PO4) 10 mM (pH 7,0) e 500 pl de iodeto de potéassio (KI) a 1M. A reacgdo
foi mantida no escuro por 10 minutos e lida em espectrofotdmetro a 350 nm. Utilizou-se
ainda a curva de calibragdo com concentragdes conhecidas de H20, (0 a 0,4 pmol/ml).

Determinagdes das atividades de enzimas antioxidantes
Extracéo

Para determinacdo das atividades enzimaticas antioxidantes utilizaram-se 200
mg de folhas (MF) de G. monostachia coletadas uma hora apos ascender as luzes. O
material vegetal foi, entdo, triturado com 2 ml de tampéo de extracdo, com adicdo de
0,02 g de PVPP. O tampédo de extracdo continha KH2PO4 1M (pH 7,5), EDTA 1mM
(pH 7,5), cloreto de sodio (NaCl) 50 mM e &cido ascérbico 1ImM (pH 7,5) (SOUZA,
BLANDE; HOLOPAINEN, 2013). Os tubos foram mantidos em gelo e centrifugados a
13 000 rpm por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e mantido em gelo até a
retirada das aliquotas para realizacdo dos ensaios enzimaticos e dosagem de proteinas
(BRADFORD, 1976).

Superdxido dismutase - SOD

A quantificacdo da atividade da SOD seguiu o método de Beauchamp e
Fridovich (1971), com modificacOes feitas por Balen et al. (2009). Utilizaram-se 40 pl
de extrato em tubos mantidos no escuro que receberam 960 ul da solucdo de reacdo.
Essa solugéo de reacdo continha, KH2PO4 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, nitroazul
de tetrazolio (NBT) 0,075 mM, EDTA 0.1 mM e riboflavina a 0,002 mM. Apds 5
minutos de exposicdo a luz com lampada fluorescente de 50 Watt (Phillips®), as
amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 560 nm. Os resultados foram expressos

como unidade de atividade, visto que uma unidade de SOD ¢é definida como a
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quantidade de enzima necessaria para inibir 50 % por minuto da fotoreducdo do NTB

em condicdes de ensaio.
Catalase - CAT

A quantificacdo da atividade da CAT baseou-se no método descrito por Luck
(1974) adaptado. Utilizaram-se 100 pl de extrato vegetal e 900 pl de solucédo de reagéo.
A composicdo do sistema de reagdo foi de KH2PO4 100 mM (pH 7,5) e H20, 15 mM.
As absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotometro a 240 nm e a atividade
da catalase foi calculada de acordo com o coeficiente de extingdo 0,4 mM“cm®.

Ascorbato peroxidase - APX

A quantificacdo da atividade da APX seguiu as informacdes descritas por
Nakano e Asada (1981), modificado de acordo com Weng et al. (2007). Utilizaram-se
40 ul de extrato vegetal, mantendo as amostras no gelo e na penumbra. O extrato
vegetal foi adicionado em microtubos que continham 960 il do sistema de reagédo. Esse
sistema de reacdo foi composto de KH2PO4 100 mM (pH 7,0), EDTA 0,1 mM, &cido
ascorbico 0,5 mM e peroxido de hidrogénio (H202) 0,2 mM. A absorbancia das
amostras foi quantificada em 290 nm a cada 15 segundos por 2 minutos. Atividade da

APX foi calculada de acordo com o coeficiente de extingdo 2,8 mMZ1cm™,
Guaiacol peroxidase — GPOX

A atividade da GPOX foi determinada de acordo com o método descrito por
Urbanek; Kuzniak-Gebarowska; HERKA, (2003). Utilizaram-se de 50 ul de extrato
vegetal em uma mistura que continha KH2PO4 100 mM (pH 7,0), 0,1 uM de EDTA, 5,0
mM de guaiacol e 15,0 mM de H202 em um volume total de 2,0 ml. As leituras das
absorbéancias foram realizadas em espectrofotémetro a 470 nm a cada 15 segundos por 3
minutos. A diferenca de absorbancias foi dividida pelo coeficiente de extingdo molar do
tetraguaiacol (forma oxidada do guaiacol) que é 26,6 mM™.cm? e a atividade

enzimatica foi expressa em uM H20, mint.mg* de proteina (PLEWA et al., 1991).
Glutationa redutase — GR

A determinacdo da atividade da GR baseou-se em Schaedle e Bassham (1977).

Utilizaram-se 100 pl de extrato e 900 pl de sistema de reacéo, permanecendo no gelo e
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na penumbra. O sistema de reacdo era composto por: Tris-HCI 50 mM (pH 7.,5),
nicotinamida adenina dinocleotideo fosfato reduzido (NADPH) 0,15 mM, glutationa
oxidada (GSSG) e 0,5 mM, MgCl> 3 mM. A reagdo foi quantificada em
espectrofotometro a 340 nm em intervalos de 15 segundos durante 2 minutos. Calculou-
se a atividade da GR por meio do coeficiente de extingdo 6,2 mMtcm™.

Determinacéo de proteinas solveis totais

A quantificacdo de proteinas soluveis totais foi baseada no método de Bradford
(1976), com modificacdes de acordo com Dissanayake et al., (2013). Mensurou-se 0
teor proteico, utilizando 50 pl de extrato vegetal proveniente da extracdo realizada para
quantificacdo das atividades enzimaticas descritas acima. Foram adicionados, entdo, 250
pl de reagente de Bradford em placas de ELISA, permanecendo, em seguida, em mesa
agitadora 3 000 rpm por 5 minutos. ApoOs a agitacdo, fez-se a leitura a 595 nm em
espectrofotbmetro compacto de microplacas - Epoch. Por meio da curva padréo,
preparada com concentragdes de 0 a 100 ug.mL™ de soro albumina bovina (BSA), foi
quantificada a quantidade de proteinas no extrato e utilizada como fator de correcdo

para as atividades enzimaticas antioxidantes.
Andlise estatistica

A anélise estatistica dos resultados foi realizada por meio do teste one-way
ANOVA. A comparacao dos efeitos globais dos tratamentos foi realizada por analise
multivariada de permutacdo (PERMANOVA), com o uso do pacote funcional do
programa R Estatistica (Oksanen et al. 2013). Empregou-se ainda outros pacotes da
plataforma R (R Core Team 2014).

Resultados

A suculéncia foliar foi reduzida quando as plantas foram submetidas ao déficit
hidrico, independentemente da fonte nitrogenada que as bromélias cresceram
previamente. Entretanto, as plantas cultivadas em nitrato tiveram maior média de
suculéncia foliar em relacdo as demais fontes, seguida por glutamina, ja o cultivo em
ureia resultou no menor valor médio de suculéncia menor média. (Fig. 1). A atividade
da enzima PEPC nas plantas atmosféricas de G. monostachia aumentou

consideravelmente em plantas previamente cultivadas em ureia e glutamina quando
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essas passaram pela condigdo de déficit hidrico com relacéo as plantas-controle. Quando
se compara as fontes nitrogenadas entre si, observa-se que a maior atividade enzimética
ocorreu nas plantas crescidas com ureia, praticamente dobrando o valor em relagédo ao
obtido em nitrato (Fig. 2A).

Quando se quantificou o acumulo noturno de &cidos organicos notou-se que o
acido malico foi estocado preferencialmente. No entanto, detectou-se uma certa
quantidade de &cido citrico produzido no tratamento com déficit hidrico em plantas
cultivadas com NOsz". Por esse motivo, calculou-se a somatoria entre os conteidos dos
acidos malico e citrico nesta pesquisa. O maior contetdo de &cidos organicos foi visto
ocorrer no tratamento de déficit hidrico quando as plantas foram cultivadas previamente
em nitrato. Esse valor foi mais que o dobro do acimulo de acidos organicos obtidos em
glutamina (Fig. 2B; Tabela 1).

O pré- cultivo em diferentes fontes nitrogenadas nédo afetou significativamente o
conteido de H>O> nas plantas tratadas quando comparado aos respectivos controles,
com excecdo da fonte nitrica.Houve um aumento significativo de cerca de 25% no
contetdo de H20> apds o tratamento com PEG nessa fonte nitrogenada. Na comparagao
da condicdo de déficit hidrico entre as diferentes fontes de N ndo houve variacoes

significativas (Fig. 3).

Com relacdo as enzimas antioxidantes, observou-se uma reducdo na atividade da
superédxido dismutase, independentemente do pré-tratamento nitrogenado, quando as
plantas foram submetidas ao déficit hidrico. Dentre as plantas-controle, aquelas que
passaram pelo cultivo em glutamina apresentaram maior atividade enzimatica
comparativamente as fontes nitrato e ureia. As plantas crescidas previamente em ureia e
nitrato apresentaram maior atividade enzimatica, apds a imposicdo da deficiéncia

hidrica em ureia e nitrato e menores em amonio e glutamina (Fig. 4A).

As maiores atividades da catalase foram observadas nas plantas-controle que
foram cultivadas em glutamina ou ureia. Pode-se perceber ainda que ocorreu uma forte
reducdo dessa atividade quando as plantas cultivadas na presenca de glutamina foram
submetidas ao déficit hidrico. Ao comparar as plantas do tratamento que foram
cultivadas nas diferentes condi¢cbes nitrogenadas, ndo se observou diferencas

consideraveis (Fig. 4 B).
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As atividades das enzimas ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase nao
apresentaram diferencas quando as plantas cresceram previamente nas diferentes
condi¢des nitrogenadas e foram submetidas ao déficit hidrico e nem houve variacdo
entre plantas-controle e as do tratamento, independentemente do cultivo em diferentes
fontes de N. (Fig. 4C; 4D).

A atividade da glutationa redutase em plantas crescidas previamente em nitrato
ou gln, e submetidas ao déficit hidrico, diminuiu significativamente em relacdo ao
controle. Entre as plantas do tratamento, NH4* e ureia propiciaram as maiores atividades
comparativamente as outras fontes. (Fig. 4E).

Discussao

Na presente pesquisa quando as plantas atmosféricas de G. monostachia foram
submetidas ao déficit hidrico, observou-se um aumento no contetdo de &cidos
organicos, independente da forma nitrogenada recebida anteriormente por essas plantas.
Contetidos maiores de acumulos de acidos organicos, também foram encontrados por
outros autores quando plantas de G. monostachia atmosféricas cultivadas ex vitro
sofreram restricdo hidrica (BELTRAN et al., 2013; HAMACH]I, 2013; CARVALHO et
al., 2017). No entanto, nosso trabalho demonstra pela primeira vez que dependendo do
cultivo prévio em fontes de N distintas, o grau de intensidade do CAM pode variar.
Notou-se que o nitrato intensificou significativamente o acumulo noturno de acidos
organicos (&cidos malico + citrico), comparativamente as plantas-controle. O grau de
acidez é considerado um dos melhores parametros para se confirmar a existéncia desse
metabolismo nas plantas (OSMOND, 1978).

O teor de acidos organicos em plantas atmosféricas da espécie G. monostachia
foi quatro vezes maior que o teor de &cidos organicos para a mesma espécie, porém na
fase adulta (CARVALHO et al., 2017; ABREU; CARVALHO; MERCIER, 2017).
Quando se comparou os resultados do conteudo de &cidos organicos em plantas
atmosféricas da espécie G. monostachia cultivadas in vitro nas fontes nitrogenadas e
sob déficit hidrico com plantas tanque, observa-se que as plantas tanque possuem cinco
vezes mais acidos na regido apical das folhas submetida ao déficit hidrico por suspensédo
de rega, que a plantas in vitro em déficit hidrico (PEG) na condicdo prévia de nitrato. O

conteddo de &cidos organicos em plantas atmosféricas de G. monostachia sob déficit
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hidrico realizado por suspensdo de rega, na condi¢do ex vitro é 20 vezes maior que na
condicéo déficit hidrico (PEG) in vitro. Porém ressalta-se que 0s experimentos ex Vvitro
tanto utilizando plantas atmosféricas quanto plantas tanque feitos por Carvalho et al.
(2016) e Abreu, Carvalho e Mercier (2017), respectivamente, ndo receberam nenhuma

fonte nitrogenada previamente ou durante a imposi¢éo da seca.

De acordo com Rodrigues et al. (2014) e Pereira (2016), folhas destacadas de
plantas adultas da espécie G. monostachia, provenientes de um cultivo na presenca de
aménio com 5mM de nitrogénio total e submetidas ao estresse hidrico por meio do PEG
(6000) 30%, houve intensificacdo do CAM nessa condi¢do nitrogenada. Pereira (2016)
observou que em plantas adultas o aménio intensificou a producdo de agucares solaveis,
otimizou o transporte de prétons de membrana, aumentou a expressdo do gene ALMT9
0 qual esta relacionado com o transporte de malato nas membranas dos vacuolos. Ao
contrario, do resultado positivo obtido com amdnio descrito acima para as plantas
adultas, as atmosféricas cultivadas in vitro e submetidas ao déficit hidrico com PEG
(6000) 15%, houve maior intensificacdo do CAM na presenca de nitrato. Plantas
terricolas das espécies Kalanchoé laxiflora e Kalanchoé tubiflora (Crassulaceae) em
condicao de deficiéncia hidrica na presenca de 2,5 mM de nitrato tiveram intensificacao
do CAM (PEREIRA; SMITH; MERCIER, 2017). Portanto, as plantas atmosféricas de
G. monostachia se assemelharam mais ao comportamento das plantas de habito terricola

do que das plantas de G. monostachia na forma adulta com tanque.

De modo interessante e intrigante, ndo foram observados aumentos da atividade
da PEPC nas plantas crescidas nas fontes inorganicas, como o nitrato, mas somente nas
organicas em condicao de déficit hidrico. Esperava-se maior atividade na presenca de
nitrato, ja que se quantificou uma maior acidez noturna na presenca desta fonte. Porém,
de acordo com O'Leary, Park e Plaxton (2011), a PEPC também possui fungdes nao-
fotossintéticas, por exemplo, esta enzima pode desempenhar papéis, como o
reabastecimento de esqueletos carbénicos ao clico de &cidos tricarboxilicos (Ciclo de
Krebs). Esses compostos de reabastecimento sdo intermediarios, consumidos durante a
biossintese e assimilacdo de nitrogénio. Provavelmente, a maior atividade da enzima
PEPC nas fontes nitrogenadas organicas (ureia ou glutamina) seja devido ao fato da
versatilidade da enzima PEPC em participar de outras fungdes celulares, que ndo apenas

relacionadas a fotossintese.
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Diferentemente das outras fontes de N, o nitrato foi a que propiciou o acimulo
noturno de &cido citrico nas plantas atmosféricas de G. monostachia em condicdo de
déficit hidrico. O acumulo de citrato para as plantas de Clusia (Clusiaceae) pode ter
efeitos benéficos para essas plantas que necessitam enfrentar uma condicéo estressante
na natureza, ja que habitam em regifes de restinga, com alta salinidade. A assimilacao
do é&cido citrico, e posterior descarboxilacdo produz 3 mols de CO2, enquanto que a
descarboxilagdo de 1 mol de &cido malico produz apenas 1 mol de CO. (LUTTGE,
1989; FRANCO; BALL; LUTTGE, 1992; LUTTGE, 2006). De acordo com Freschi et
al. (2010b) houve um aumento no contetdo de citrato quando as bromélias atmosfericas
da espécie Tillandsia pohliana (Bromeliaceae) foram submetidas ao déficit hidrico.
Esses autores sugeriram que o citrato durante o dia promoveria um aumento no CO>
interno durante a sua descarboxilacdo e durante a noite na sua biossintese promoveria a
producédo de poder redutor como 0 NADH e ATP, para assimilacdo noturna de nitrato,
representando uma ligacdo chave do metabolismo nitrogenado e do metabolismo

fotossintético.

Com base nos resultados anatémicos obtidos no capitulo 1 desta dissertacéo,
(Fig. 6; 8) pode-se relacionar a maior espessura dos tecidos aquiferos em plantas
crescidas em nitrato com o maior acumulo de malato, ou seja, uma possibilidade de
haver um CAM mais intenso. A maior espessura desses tecidos, e possivelmente das
células, conferiria maiores vacuolos e/ou maior espaco citosélico e maior possibilidade
de estocar e descarboxilar &cidos organicos. Entretanto houve também em segundo
lugar um CAM mais intenso (se tomar como parametro a acidez noturna) em plantas
previamente cultivadas em ureia, que apesar de menores espessuras dos tecidos,
observou-se qualitativamente maior quantidade de células, o que pode ter
proporcionado um estoque semelhante de acidos, comparativamente as plantas com
maiores células. Resultados anatdmicos obtidos por Zambrano et al. (2014) para as
espécies Clusia rosea (CAM) e Clusia aripoensis (Cs-CAM facultativa), mostraram que
plantas de C. rosea apresentam tecidos com maior niumero de células pequenas,
enquanto a C. aripoensis mostrou menor nimero de células maiores, principalmente no
parénquima aquifero. As bromélias e cactaceas sdo plantas xerofiticas, apresentando
uma espessura foliar que propicia o acimulo de agua (suculéncia) com células com
grandes vactolos (APPEZZAO DA GLORIA; GUERREIRO, 2012). A &gua nos

tecidos das bromélias CAM possui importancia nos momentos de seca na natureza,
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visto que as plantas realocam a agua armazenada nos tecidos de parénquimas aquiferos
para o parénquima clorofiliano, mantendo assim a fotossintese, sem ocorrerem
comprometimentos dos aparatos fotossintéticos (BARRERA; SMITH, 2009). Nesse
sentido, a maior suculéncia obtida no tratamento com nitrato, mesmo ap6s a imposi¢ao
dos 7 dias de deficiéncia hidrica, parece ter sido uma condi¢cdo muito importante para o
desenvolvimento de um grau mais elevado de CAM.

O conteudo de peroxido de hidrogénio aumentou significativamente em plantas
atmosféricas de G. monostachia que permaneceram previamente em nitrato e foram
submetidas ao periodo de déficit hidrico. Isso pode ser um indicativo de que o H>O>
possa estar atuando como um componente de sinalizacdo celular, modulando a
intensidade do CAM. Pesquisas recentes demonstraram que a sinalizacdo de H.O, é
integrado com a atividade e intensidade do CAM em resposta a condi¢fes estressantes,
para manutencdo da homeostase celular (HABIBI, 2014). Além de sinalizar em
condicdes de estresse, como por exemplo, estresse salino, estresse por gases como 0
0zonio e estresse luminoso, o H>O> também é dito como um doador de elétrons para o
funcionamento do fotossistema Il. Como o peroxido de hidrogénio pode ser formado
por meio da SOD, nossos resultados parecem indicar que isso € pouco provavel ter
ocorrido nas plantas atmosféricas aqui estudadas, ja que houve um aumento em
perdxido, em contraponto a atividade da enzima SOD que diminuiu sob déficit hidrico.
Entretanto, ainda deve-se tomar cuidado, com inferéncias relacionadas a producéo de
H>02 por meio da SOD, pois a enzima SOD possui isoformas que podem atuar em cada
uma das localidades celulares, e essas isoformas ndo necessariamente sdo verificadas no
método colorimétrico (GILL; TUTEJA, 2010).

Em todas as condicBes nitrogenadas em que as plantas cresceram e apds a
imposicdo do déficit hidrico, obteve-se uma reducdo na atividade da SOD, em
comparacdo com plantas na mesma condi¢do nitrogenada no controle. Essa reducéo
também foi observada por Carvalho et al. (2017) quando as plantas de G. monostachia
atmosféricas em condicdo ex vitro foram submetidas ao déficit hidrico em comparacéo
as plantas no controle. Sugere-se que a descarboxilacdo do malato, aumente a
disponibilidade de CO: interno, aumentando a carboxilacdo da Rubisco, assim gerando
um consumo de NADPH e ATP. Consequentemente aumentaria a disponibilidade de

NADP™ que €é o principal aceptor de elétrons e reduziria a formagdo de espécies reativas
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de oxigénio, e consequentemente, diminuindo a atividade de enzimas antioxidantes
(PIKART, 2014).

Ao contrério das plantas atmosféricas, plantas adultas de G. monostachia
quando submetidas a suspensdo de rega no tanque por 7 dias apresentaram teores de
peroxidacao lipidica (andlise indireta da acdo de ROS) e H20- no &pice foliar durante a
fase clara, que parecem ter causado um certo grau de injdria permanente nessa porcao
(ABREU; CARVALHO; MERCIER, 2017).Esses autores discutem que, apesar do
CAM ser mais intenso na porcdo apical, ele ndo foi suficiente para eliminar as ROS
formadas durante o estresse hidrico.

Por meio dos nossos resultados pode — se concluir que as plantas atmosféricas
de Guzmania monostachia as quais cresceram e se desenvolveram na presenca de
nitrato e que posteriormente foram submetidas a deficiéncia hidrica apresentam maior
suculéncia e intensidade do CAM, sugerindo que possam tolerar melhor o estresse
hidrico do que as plantas cultivadas em outras formas de N. A quantidade de &acidos
organicos estocada foi maior em nitrato e em particular o acido citrico foi aumentada
significativamente nesse tratamento. Quanto a producdo de ROS, possivelmente o
peréxido de hidrogénio, encontrado em maior concentracdo nas plantas cultivadas em
nitrato, comparativamente ao controle, esteja atuando como um sinalizador para a
expressdo do CAM, ao invés de ser considerada uma espécie reativa de oxigénio danosa
aos tecidos, ja que as atividades das enzimas antioxidantes foram menores que no
controle (SOD e GR) ou iguais estatisticamente (CAT, APX, GPOX).

Ao contrario de trabalhos anteriores do grupo que mostraram que as plantas
adultas de G. monostachia intensificaram o CAM na presenca de amdnio, 0S NOSSOS
resultados com plantas atmosféricas de G. monostachia quando foram cultivadas in
vitro, ocorreu maior intensificagdo do CAM em nitrato. Indicando que plantas de
diferentes fases de desenvolvimento, além de possuirem caracteristicas morfologicas

diferentes, também possuem comportamentos fisioldgicos diferentes.

Propostas futuras podem ainda explorar os conteudos hormonais, como as
concentragBes de auxinas e citocininas, em folhas de plantas nas diferentes fontes
nitrogenadas. Esses dados poderiam fornecer informacdes sobre a suculéncia tecidual, e,

consequentemente, sobre a capacidade de estocagem de &gua em cada condicdo
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nitrogenada, ja que estes hormdnios estdo intimamente ligados ao processo de diviséo e
expansdo celular. Para analisar o crescimento das plantas seria interessante realizar
analises anatdbmicas das plantas submetidas a diferentes fontes e a condicdo de
deficiéncia hidrica. Dessa maneira, poderiam ser observadas se ocorrem modificaces
estruturais em uma condicdo de déficit hidrico. Seria também importante analisar o
perfil de expressdo génica relacionadas com a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase —
PEPC (isoforma especifica do CAM), j& que a atividade dessa enzima ndo mostrou
correlagdo com os graus de intensidade de CAM encontrados nas diferentes fontes de N.
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Tabelas

Tabela 1: Acumulo noturno de &cido citrico em plantas atmosféricas de Guzmania monostachia
cultivadas previamente in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou ureia
na concentracdo de 5mM de N total) e, em seguida, submetidas ao tratamento de déficit hidrico por 7
dias, com a adicdo de PEG ao meio de cultura. As plantas controle foram cultivadas nas mesmas
condicdes, porém sem a adicdo de PEG. Letras mindsculas indicam diferencas estatisticas entre os
controles e maiusculas entre as diferentes fontes de N combinadas com o tratamento de déficit hidrico.
Asterisco indica diferenca entre o controle e o tratamento com déficit hidrico da respectiva fonte

nitrogenada (ANOV A/ Tukey HSD, a = 0,05).

Controle Déficit hidrico
Médias Erro padréo Medias Erro padréo
Nitrato 1,7369 a 0,1055 8,0365 A* 1,1617
Amonio 1,3974 a 0,0475 3,1498 B 0,0851
Glutamina 0,1136 b 0,0584 1,1865 B* 0,0717
Ureia 1,8033 a 0,0977 2,3293 B 0,0102
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Figuras
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Figura 1: Suculéncia foliar em plantas atmosféricas de Guzmania monostachia cultivadas previamente
in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, aménio, glutamina ou ureia na concentracdo de
5mM de N total) e, em seguida, submetidas ao tratamento de déficit hidrico por 7 dias com a adicéo de
PEG ao meio de cultura. As plantas controle foram cultivadas nas mesmas condic¢des, porém sem a
adicdo de PEG. Barras indicam médias e erro padréo. Letras minusculas indicam diferencas estatisticas
entre os controles e mailsculas entre as diferentes fontes de N combinadas com o tratamento de déficit
hidrico. Asterisco indica diferenca entre o controle e o tratamento. (ANOVA/ Tukey HSD, a. = 0,05).
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Figura 2: (A) - Acimulo noturno de &cidos organicos (a4cido malico + acido citrico) e (B) — atividade
enziméatica da PEPC em plantas atmosféricas de Guzmania monostachia cultivadas previamente in
vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, amdnio, glutamina ou ureia na concentragéo de 5mM
de N total) e, em seguida, submetidas ao tratamento de déficit hidrico por 7 dias com a adi¢do de
PEG ao meio de cultura. As plantas controle foram cultivadas nas mesmas condicdes, porém sem a
adicdo de PEG. Barras indicam médias e erro padrdo. Letras minusculas indicam diferencas
estatisticas entre os controles e maiusculas entre as diferentes fontes de N combinadas com o
tratamento de déficit hidrico. Asterisco indica diferenca entre o controle e o tratamento. (ANOVA/
Tukey HSD, a. = 0,05).
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Figura 3: Conteldo de peroxido de hidrogénio - H202 em plantas atmosféricas de Guzmania
monostachia cultivadas previamente in vitro em diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, amoénio,
glutamina ou ureia na concentracdo de 5mM de N total) e, em seguida, submetidas ao tratamento de
deéficit hidrico por 7 dias com a adicdo de PEG ao meio de cultura. As plantas controle foram
cultivadas nas mesmas condi¢des, porém sem a adi¢do de PEG. Barras indicam médias e erro padrao.
Letras mindsculas indicam diferencas estatisticas entre os controles e maiusculas entre as diferentes
fontes de N combinadas com o tratamento de déficit hidrico. Ainda, o asterisco indica diferencas
entre o controle com relagdo ao tratamento (plantas em déficit hidrico) (ANOVA/ Tukey HSD, a =

0,05).
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Figura 4: (A) Atividade da superoxido dismutase - SOD, (B) atividade da catalase - CAT, (C)
atividade da ascorbato peroxidase - APX, (D) atividade da guaiacol peroxidase - GPOX e (E) atividade
da glutationa redutase - GR submetidas ao tratamento de déficit hidrico por 7 dias por meio da adicéo
de PEG ao meio de cultura. Barras indicam médias e erro padréo.
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Resumo Geral

Resumo

As bromélias sdo plantas que podem utilizar o nitrogénio em suas formas inorganica e
orgénica. Algumas delas apresentam comportamento heterobléastico, isto é, na fase
adulta apresentam a sobreposicdo das folhas, formando um tanque, o qual pode
armazenar agua e nutrientes. Ja na fase juvenil, também chamada de atmosférica, o
tanque inexiste. Plantas adultas da espécie hetereblastica Guzmania monostachia
quando cultivadas na natureza parecer preferir o nitrogénio na forma amoniacal ou
ureidica; no entanto, para as atmosféricas ndo existem ainda estudos a respeito. Quanto
a fotossintese, plantas adultas com tanque de G. monostachia apresentam um sistema
facultativo, isto é, numa condicdo hidrica favoravel realizam a fotossintese Cs, ja sob
seca, podem alterar para o metabolismo &cido das crassulaceas (CAM). Por outro lado,
as plantas atmosféricas dessa espécie expressam 0 CAM constitutivamente. Em resposta
as adversidades ambientais, como a seca temporaria ou a indisponibilidade de
nutrientes, um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode
ocorrer e, dependendo da concentracdo alcangada nos tecidos, pode causar injdrias.
Entretanto, as ROS também podem estar envolvidas com processos de sinalizacéo
celular, desde que em baixas concentraces. Folhas destacadas de plantas adultas de
Guzmania monostachia, submetidas a um déficit hidrico e cultivadas na presenca de
diferentes fontes nitrogenadas, mostraram diferentes intensidades de CAM e teores
consideraveis de ROS no apice foliar. Entretanto, pouco se conhece, até o0 momento,
sobre a modulacdo do CAM e a producdo de ROS em plantas da fase juvenil. Os
principais objetivos desta pesquisa foram 1) investigar quais seriam as fontes
nitrogenadas mais propicias ao crescimento e desenvolvimento de plantas atmosféricas
de Guzmania monostachia cultivadas in vitro na presenca isolada de nitrato, amonio,
glutamina ou ureia, na concentracao total de N de 5mM. 2) analisar os efeitos do cultivo
prévio de plantas atmosféricas em diferentes fontes de nitrogénio (mesmas condicoes
acima) submetidas, em seguida, a um periodo de 7 dias de déficit hidrico provocado por
PEG adicionado ao meio de cultura, sobre a modulacdo da intensidade do CAM,
producdo de ROS e atividades das enzimas antioxidantes. Foram realizadas analises
morfometricas, anatbémicas, além das fisiologicas, como conteudo de pigmentos
fotossintéticos (capitulo 1). Além disso, analisaram-se a suculéncia foliar, o acimulo
noturno de acidos organicos, contetdo de H.O., atividade das enzimas PEPC e das
relacionadas ao sistema antioxidante (capitulo 2). Os resultados de cultivo in vitro
apontam que diferentes fontes nitrogenadas modificam metabolicamente e
estruturalmente a bromélia Guzmania monostachia na fase atmosférica, sendo a fonte
nitrica a que propiciou o surgimento de maiores proporcdes dos paréngquimas aquifero e
clorofiliano, aumentando a possibilidade de estocagem de &gua e de producdo de
clorofilas e carotenoides. Diferentemente das outras fontes de N, o nitrato foi a que
propiciou 0 maior acimulo noturno de &cidos organicos nas plantas submetidas a
deficiéncia hidrica. Houve também uma maior suculéncia dos tecidos no tratamento
com nitrato, mesmo apos a imposicao dos 7 dias de deficiéncia hidrica, indicando que
um aumento na capacidade de armazenar &gua possa ser uma condicdo estrutural
importante para se incrementar a expressdo do CAM. O conteddo de peroxido de
hidrogénio aumentou quando as plantas previamente cultivadas em nitrato foram
submetidas ao déficit hidrico, sugerindo que essa ROS poderia atuar como um
sinalizador na modulagdo positiva do CAM; ja que as atividades das enzimas
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antioxidantes diminuiram em relagdo ao controle (SOD e GR) ou permaneceram iguais
estatisticamente (CAT, APX, GPOX). Em conclusdo, as plantas atmosfericas de
Guzmania monostachia, cresceram e se desenvolveram mais adequadamente na
presenca de nitrato e esta forma de N propiciou um aumento da suculéncia e da
intensidade do CAM, quando houve a posterior imposicéo de um periodo de deficiéncia
hidrica, sugerindo um aumento da tolerancia a falta de 4gua. Ao contrério, trabalhos
anteriores do grupo mostraram que as plantas adultas com tanque de G. monostachia
intensificaram o CAM na presenca de amdnio, indicando, portanto, que plantas de
diferentes fases de desenvolvimento possuem, além de diferencas morfoldgicas,
comportamentos fisiolégicos diferentes.

Palavras-chave: Bromeliaceae, fontes nitrogenadas, cultivo in vitro, fotossintese CAM,
enzimas antioxidantes.

Abstract

Bromeliads are plants that can use inorganic and organic nitrogen forms. Some of them
feature the heteroblastic behavior which in adulthood have an overlapping of leaves
forming a tank that can store water and nutrients. On the other hand, the juvenile phase,
also called atmospheric, does not form the tank. Adult plants of the bromeliad species
Guzmania monostachia are heteroblastic when growing in the wild and seem to prefer
ammonium and urea. However, to the best of our knowledge, there are no studies with
the atmospheric plants. Considering the photosynthetic metabolism, G. monostachia
adult plants have a facultative system where the plant performs the C3 metabolism in
good water conditions and change to the Crassulacean acid metabolism (CAM) under
drought. Furthermore, plants of this species can express CAM constitutively. In
response to environmental adversities, such as drought or variation in nutrient
availability, an increase in the production of reactive oxygen species (ROS) can occur
and, depending on the concentration achieved in their tissues, can cause injury.
However, the ROS can also be involved in the processes of signaling of the cells when
at low concentrations. Leaves that were withdrawn from adult plants of G. monostachia
and were subjected to treatments of water deficit and different nitrogen sources showed
different intensities of CAM and considerable levels of ROS in the foliar apex.
However, little is known about the modulation of the CAM metabolism and the
production of ROS in the juvenile G. monostachia bromeliads. The aims of this research
were to 1) investigate which nitrogen source contribute more to the growth and
development of atmospheric plants cultivated in vitro with isolated nitrate, ammonium,
glutamine or urea, in a total N concentration of 5 mm; 2) examine the effects of the
previous cultivation of atmospheric plants in different nitrogen sources on the
modulation of the intensity of the CAM, ROS production and activities of antioxidant
enzymes when the plants where submitted to in a period of seven days of water deficit
caused by PEG added to the culture medium. Morphometric, physiological, anatomical
and the photosynthetic pigments were analyzed (Chapter 1). In addition, foliar
succulence the accumulation of nocturnal organic acids, H2O. content, the activity of
PEPC enzymes and the antioxidant system related were analyzed, (Chapter 2). The
results of in vitro cultivation indicated that different nitrogen sources modified the
metabolism and the tissue structure of the atmospheric Guzmania monostachia, as the
nitrate provided the emergence of the larger proportions of the aquifer and chlorophyll
parenchyma, increasing the possibility of water storage and production of chlorophylls
and carotenoids. Unlike other sources of N, nitrate was the only that provided the
greatest accumulation of nocturnal organic acids in plants submitted to water deficiency.
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There was also a greater succulence in the tissues submitted to the nitrate treatment,
even after the exposition of seven days of water deficit, indicating an increase in the
capacity of storing water that can be an important structural condition to increase the
expression of CAM. The H>O, content increased when the plants previously cultivated
in nitrate were submitted to water deficit, suggesting that ROS could act as a signaling
in the modulation of the CAM metabolism as the activities of antioxidant enzymes
decreased compared to the control treatments (SOD and GR) or remained the
statistically same (CAT, APX, GPOX). In conclusion, the atmospheric plants grew and
developed more in the presence of nitrate and this form of N provided an increment in
leaf succulence and intensification of CAM when there was the subsequent imposition
of a period of water deficit, suggesting an increment of the tolerance for water deficit
conditions. In contrast, previous researches showed that the adult plants of G.
monostachia with tank intensified the CAM in the presence of ammonium, indicating
that plants of different stages of development have, in addition to morphological
differences, differences in their physiological behaviors.

Keywords: Bromeliaceae, nitrogenous sources, in vitro cultivation, CAM
photosynthesis, antioxidant enzymes.
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