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INTRODUCAO

Alcantarea imperialis (Carricre) Harms, popularmente conhecida como bromélia mperial (Versieux e
Wanderley, 2007), é uma espécie endémica da Serra dos Orgios, no Estado do Rio de Janeiro. Inimeros
exemplares de espécies de bromélias ornamentais sdo retirados ilegalmente da mata, como ocorre com A.
imperialis, visto que se trata de uma espécie que esta na lista da flora brasileira ameacada de extingdo na
categoria “em perigo de extingdo” (Biodiversitas, 2007), sendo necessarias medidas de conservacio, assim
o uso do cultivo in vitro pode ser uma ferramenta interessante para os estudos nutricionais da espécie. Um
aspecto importante do cultivo in vitro é o suprimento mineral do meio de cultura, uma vez que a nutricdo
mineral € essencial para o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Bunn et al., 2011). O N, segundo
Marschner (1995), ¢ o principal componente de ammoacidos, proteinas, acidos nucléicos, clorofilas e
coenzimas. Quando em deficiéncia, o N € translocado das folhas mais velhas, que apresentam clorose para
as folhas jovens que apresentam um menor desenvolvimento. As duas principais fontes de nitrogénio
encontradas no solo sdo o nitrato (NO3-) e o amdnio (NH4+) (Jackson e Volk, 1995). O NO3- ¢
absorvido pelas raizes apenas por processo ativo e, em seguida, reduzido nas folhas e raizes para NH4+
pela enzima nitrato redutase (NR) onde ¢ assimilado em amimodcidos e proteinas (Kerbauy, 2008).

OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi de analisar a atividade diurna e noturna da NR de 4. imperialis sob cultivo in
vitro com diferentes concentragdes de nitrogénio.

MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratorio do Nucleo de Pesquisas em Plantas Ornamentais, do Instituto
de Botanica, da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo. As plantulas obtidas in vitro foram
depositadas nos tratamentos com meio de Murashige e Skoog (1962-MS) nas concentragdes de S mM de
N (4,375 mM de NO3- ¢ 0,625 mM de NH4+), 15 mM de N (9,375 mM de NO3- e 5,625 mM de
NH4+), 30 mM de N (16,875 mM de NO3- e 13,125 mM de NH4+), e 60 mM de N (31,875 mM de
NO3- e 28,125 mM de NH4+). As coletas foram realizadas de 4 em 4 horas durante 24 horas apos a
transferéncia, que se miciou as 10h, sendo o fotoperiodo de 12 horas (inicio as 5h e término as 17h). Foram
utilizadas 150 plantas por tratamento e foram mantidas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas com
luminosidade de 30 pmolm-2.s-1 e a temperatura média de 26+2 °C. A atividade da nitrato redutase (NR)
m vivo foi determinada de acordo com o método descrito por Jaworski (1971). As porcdes das folhas



coletadas de uma amostra composta de 150 plantas foram picadas em por¢des de 0,25 a 0,5 g e foram
depositadas em tubos de ensaio adicionados de 6 ml de solugdo de incubagdo, tal procedimento foi realizado
em duplicata. A solu¢do de incubagdo foi constituida por tampao fosfato 0,1 M, contendo 1% propanol, 25
mM KNO3 e pH 6,5. O tecido vegetal foi mantido submerso na solu¢cdo de incubacdo e os tubos foram
submetidos a vacuo para facilitar a infiltracdo da solugdo tampdo nos tecidos, apds esse procedimento,
foram utilizados 1ml de cada tubo, que foram incubados a 30 °C na auséncia de luiz durante 90 minutos.
Decorrido o periodo de incubagdo, a quantidade de ions nitrito, liberada no meio de infiltracdo, foi
determinada em aliquotas de 1 ml acrescidas de 0,3 ml de sulfanilamida 1% em HCI3 M e 0,3 ml de N-
naftil-etileno-diamino a 0,2%. A determinacdo do nitrito produzido ocorreu 30 minutos (tempo de reagdo)
apds a adicdo desses reagentes as aliquotas. Findo esse periodo, as amostras foram analisadas em
espectrofotometro a 540nm. As médias dos valores obtidos foram submetidas a andlise de variancia
(ANOVA), sendo comparadas pelo teste Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS

As atividades da NR medidas nas plantas de Alcantarea imperialis cultivadas em diferentes concentragdes
de N mostram que nas primeiras 8 horas apds a transferéncia para os tratamentos, as plantas depositadas
em 60 mM de N apresentaram as maiores atividades quando comparadas as outras concentragdes. Em
seguida, quando se observa os resultados apos 12 horas da coleta, as plantas crescidas em 5, 15 ¢ 30 mM
de N continuaram a ter um aumento da atividade da enzima, resultado oposto ao das plantas em 60 mM que
tiveram uma reducdo na atividade enzimatica. Ja nas horas subsequentes, as plantas cultivadas em todas as
concentragdes tiveram uma diminuicdo acentuada na atividade da NR até as 24 hora.

DISCUSSAO

De acordo Zonia et al. (1995) a disponibilidade de nitrato, pode influenciar positivamente na atividade da
NR, pois o nitrato é o substrato da enzima estudada, o que pode explicar as maiores atividades de NR
observadas nas plantas do presente trabalho na presenca de maior concentra¢ao de nitrogénio. Isso também
foi observado por Reis et al. (2007) em folhas do cafeeiro, que mostraram uma maior atividade da NR com
o aumento do teor de nitrogénio. Porém, as maiores atividades da NR ocorreram no escuro, isto
provavelmente pode estar relacionado a presenca das reservas produzida durante o periodo com luz que sao
usadas para ativar a NR no escuro, como foi descrito por Queiroz et al. (1993) ao analisarem o ritmo diurno
da NR em plantas de café.

CONCLUSAO

Conclui-se que ha atividade de NR nas folhas das plantas de 4. imperialis cultivadas in vitro, sendo maior
em 60 mM de N e durante o periodo de escuro.
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