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Resumo

A deficiéncia de nitrogénio em hortali¢as folhosas, como Acmella oleracea, afeta o crescimento e o
metabolismo vegetal, impactando negativamente a produtividade. O objetivo deste estudo foi
avaliar o metabolismo do nitrogénio e o desenvolvimento de A. oleracea cultivada in vitro sob
diferentes concentrac¢des de nitrato de amdnio (NH4sNOz). As sementes foram germinadas em meio
MS com trés concentracfes de sacarose (30 gL™-T1;20gL1-T2; 10 g L™t - T3) e submetidas
a andlise biométrica apdés 4 semanas. Ndo houve diferenca significativa nas variaveis biométricas
de namero de folhas e comprimento da raiz, exceto para comprimento da parte aérea e matéria
fresca das plantulas no meio com 30 g L™ de sacarose. Na etapa de micropropagacado, apices
caulinares foram cultivados em meio MS basico (T1), MS com % NH,NO; (T2) e MS com 2x
NH.NO; (T3), suplementados com 0,4 mg L™ de BAP. Apés 4 semanas, foram realizadas
medi¢cBes biométricas e analises bioquimicas. T1 apresentou desenvolvimento critico, enquanto T1
e T3 mostraram formacdo de calos na base dos explantes, dificultando o enraizamento. No T3,
observou-se aumento significativo nos teores de nitrato (26,52%), aménio livre (150,68%) e
aminoacidos (94,12%), mas uma reducao de 20,7% nos carboidratos sollveis totais. O uso de 0,4
mg L™ de BAP causou toxicidade em plantas de A. oleracea. O aumento das concentracdes de N
na forma de NHisNOs pode causar reducdo no metabolismo do carbono. Assim, concentracdes
adequadas de nitrato de amdnio devem ser ajustadas para otimizar o desenvolvimento de A.
oleracea cultivada in vitro.

Palavras-chave: Jambu; Micropropagacéo; Nitrogénio; BAP.
Abstract

Nitrogen deficiency in leafy vegetables, such as Acmella oleracea, affects growth and plant
metabolism, negatively impacting productivity. This study aimed to evaluate the nitrogen
metabolism and development of A. oleracea cultivated in vitro under different concentrations of
ammonium nitrate (NH4NO3). Seeds were germinated in MS medium with three sucrose
concentrations (30 gL™-T1;20g L™ -T2;10g L™ - T3) and subjected to biometric analysis after
4 weeks. No significant differences were observed in the biometric variables for the number of
leaves and root length, except for shoot length and fresh weight in the medium with 30 g L™ of
sucrose. In the micropropagation stage, shoot tips were cultivated in basic MS medium (T1), MS
with ¥2 NH,NO; (T2), and MS with 2x NH,NO; (T3), all supplemented with 0.4 mg L™ of BAP.
After 4 weeks, biometric measurements and biochemical analyses were performed. T1 exhibited
critical development, while T1 and T3 showed callus formation at the base of the explants,
hindering root formation. In T3, a significant increase was observed in nitrate (26.52%), free
ammonium (150.68%), and amino acid (94.12%) levels, accompanied by a 20.7% reduction in
total soluble carbohydrates. The use of 0.4 mg L™ of BAP caused toxicity in A. oleracea plants.
Increased nitrogen concentrations in the form of NH,NO3; may lead to reduced carbon metabolism.
Therefore, appropriate ammonium nitrate concentrations should be adjusted to optimize the
development of A. oleracea cultivated in vitro.

Keywords: Jambu; Micropropagation; Nitrogen; BAP.
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A espécie Acmella oleracea L., conhecida popularmente como jambu,
agrido-do-norte ou agrido-do-para, € uma planta alimenticia ndo convencional
(PANC), amplamente encontrada e cultivada na Regido Norte do Brasil.
Pertencente a familia Asteraceae, € caracterizada como uma erva de porte
herbaceo, ramificada e de crescimento rasteiro. Possui flores hermafroditas
dispostas em capitulo globular, pedunculo longo, axilares ou terminais localizados
em folhas opostas, pecioladas, ovais, triangulares ou alongadas. As raizes sao
axiais com grande crescimento secundario. Essa olericola pode atingir cerca de 20
cm a 50 cm, dependendo das condi¢cdes edafoclimaticas, genéticas e de cultivo
(Relvas et al., 2024).

As principais variedades de jambu cultivadas no estado do Para, sdo
jamburana, com inflorescéncia do tipo capitulo amarelo-claro, folhas de coloragcéo
verde-claro que possuem mais de 300 floretes, e a variedade nazaré,
caracterizada por halos de cor arroxeada no apice da inflorescéncia e folhas de
aspecto verde-escuro, podendo haver pigmentacéo roxa na folhagem e nos ramos
(Ferreira et al., 2021).

A utilizagdo por comunidades tradicionais destaca a importancia medicinal
dessa planta, principalmente no que tange aos efeitos dos seus compostos
bioativos contra dor de dente, garganta inflamada e malaria (Priti; Manjusha,
2022). Dentre esses compostos, o espilantol é predominante entre os metabolitos
secundarios do jambu, caracterizando-se como uma N-alquilamida alifatica
responsavel pelas propriedades organolépticas do jambu. O extrato dessa
substancia tem propriedades analgésicas, antibacterianas e antioxidantes que séo
de grande interesse para industria farmacéutica e cosmética (Guimaraes et al.,
2023). Além de suas aplica¢cdes medicinais, é também responsavel pela sensacao
de dorméncia na lingua, caracteristica peculiar de pratos tipicos da Regido Norte
do Brasil, atribuida a interacdo do espilantol com os receptores sensoriais das
mucosas bucais (Aktar et al., 2024).

A produtividade das plantas estd intrinsecamente relacionada com as
praticas de manejo adotadas no cultivo e dos fatores abiéticos, como temperatura,
luminosidade e a disponibilidade de &agua e nutrientes; e bibticos, como a

incidéncia de pragas e doencas (Silva et al., 2023). Dentre os nutrientes minerais,
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destaca-se o nitrogénio (N), que € um macronutriente, ou seja, um dos elementos
minerais que as plantas necessitam em maior quantidade. A deficiéncia desse
mineral impede diretamente o crescimento vegetal, pois esta presente em muitos
componentes celulares vegetais, incluindo clorofila, aminoacidos e &cidos
nucleicos (Cassim et al., 2024).

No cultivo in vitro, o desenvolvimento de protocolos eficientes torna-se
uma importante ferramenta para otimizagao na producdo de mudas ao possibilitar
a compreensao da influéncia de fatores nutricionais, como a disponibilidade de N
no metabolismo da planta (Li, 2020).

A disponibilidade de nitrogénio no meio de cultura influencia o crescimento
e a morfogénese de culturas cultivadas in vitro. A maioria dos meios de cultura
oferecem N disponivel em forma de aménio (NH4*) combinado a nitrato (NO3z),
pois quando fornecido sozinho ao meio, tende a causar toxicidade (Moraes et al.,
2023).

Na micropropagac¢do, a composi¢do do meio nutritivo é fundamental para
promover a alta taxa de regeneracdo e multiplicacdo dos explantes no cultivo in
vitro. Dentre os meios de cultura, o meio MS (Murashige; Skoog, 1962) € um dos
mais utilizados em trabalhos de cultura de tecidos. Usualmente, os meios de
cultura sdo constituidos por sais minerais (macronutrientes e micronutrientes),
vitaminas, fontes de carbono e reguladores de crescimento. Um dos reguladores
de crescimento vegetal exdgenos mais utilizados na micropropagacdo é a
citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) caracterizado pelo papel essencial na
diferenciacdo e regeneracdo de plantas, estimulando a inducdo de brotacdes
adventicias (Almeida et al., 2020).

Objetivou-se avaliar o metabolismo do nitrogénio e desenvolvimento de
Acmella oleracea cultivado in vitro com a influéncia de diferentes concentragdes de
nitrato de amoénio (NH4NOz3), visando compreender sua influéncia no crescimento

da cultura do jambu.

2. Metodologia
2.1. Material Vegetal e Germinacdao in vitro

O estudo foi desenvolvido no Laboratoério de Biotecnologia e no Laboratorio
4
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de Fisiologia Vegetal localizados no Instituto de Ciéncias Agrarias, ambos
pertencentes a Universidade Federal Rural da Amaz6nia, campus de Belém, Para,
Brasil.

Plantas sadias de Acmella oleracea da cultivar jamburana, provenientes de
propagacdo sexuada, cultivadas em vasos com solo argilo-arenoso e mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura média de 28°C e umidade relativa de 80%,
foram utilizadas como matrizes para as sementes, coletadas apés 35 dias do
plantio das mudas. As sementes foram fornecidas por pesquisadores da
Universidade Federal Rural da Amazénia de cultivo experimental préprio, situado
nas coordenadas 01°27714.46’S 48°26"18.61°0.

As etapas de assepsia e desinfestacdo das sementes abrangeram
respectivamente: a) lavagem em agua corrente e sabdo neutro; b) imersdo em
alcool etilico a 70% por 1 minuto e em hipoclorito de sédio (NaClO) a 2% por 30
minutos e c) trés lavagens com agua destilada autoclavada, todas essas etapas
ocorreram em camara de fluxo laminar.

As sementes foram inoculadas in vitro em frascos contendo 20 mL de meio
MS, solidificados com 2,5 g L? de phytagel e pH 5,8, previamente esterilizados a
120°C e pressdo de 1 atm., durante 20 minutos. Os meios foram suplementados
com diferentes concentracées de sacarose: 30 g L (T1); 20g L1 (T2) e 10 g L?
(T3). Foram inoculadas 90 sementes em 15 frascos, portanto, cada frasco possuia
6 sementes. Os frascos foram mantidos em incubadora B.O.D sob fotoperiodo de
16h com lampadas LED com intensidade de fluxo de fétons de 25 umol m? s? e
temperatura de 25 + 3°C. Ap0s 4 semanas, realizou-se as medicdes de parametros
biométricos das plantulas como comprimento da parte aérea (CPA), niumero de
folhas, comprimento de raizes (CMR) e matéria fresca (MFP).

2.2. Micropropagacéo in vitro

Apices caulinares (0,2 cm de diametro e 1 cm de comprimento) de
plantulas de A. oleracea oriundos do experimento de germinacgdo in vitro foram
utilizados como explantes e posteriormente inoculados nos meios de cultura MS
basico (T1), MS modificado com metade das concentracdes de nitrato de amonio
(%2 NH4NO3) (T2) e meio MS modificado com o dobro da concentragéo de nitrato de
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amonio (2x NH4NO3) (T3) (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quimica dos meios MS basico (T1), MS modificado com metade da
concentracao de nitrato de amdnio (%2 NH4NOs3) (T2) e MS modificado com o dobro da concentracéo

de nitrato de amonio (2x NH4NO3) (T3), utilizados no ensaio de micropropagacéo in vitro de Acmella
oleracea.

MS basico mg L MS modificado mg L MS modificado mg Lt
Componentes + suplementacdes (T1) + suplementacgdes (T2) + suplementacgdes (T3)
Macronutrientes
NH4NO3 1650 825 3300
KH2PO4 170 170 170
KNO3 1900 1900 1900
MgS04.7H20 370 370 370
CaCl2.2H20 440 440 440
Micronutrientes
MnS04.4H20 22,3 22,3 22,3
ZnS04.7H20 8,6 8,6 8,6
H3BO3 6,2 6,2 6,2
Kl 0,83 0,83 0,83
Na:Mo0O4.2H>0 0,25 0,25 0,25
CuS04.5H20 0,025 0,025 0,025
CoCl».6H.0 0,025 0,025 0,025
Fe-EDTA
FeS04.7H20 2.8 2738 218
NA2EDTA 37,3 37,3 37,3
Vitaminas
Tiamina HCI (B1) 01 0,1 0.1
Piridoxina HCI 0,5 0,5 0,5
Acido Nicotinico 0,5 0,5 0,5
Glicina 2,0 2,0 2,0
Mio-Inositol 100 100 100
Sacarose (g L) 30 30 30
BAP (mg L) 0,4 0,4 0,4
Phytagel (g L?) 2,5 2,5 2,5

Fonte: Autores (2024).

A tabela 1 apresenta a composi¢cdo quimica dos meios de cultivo utilizados
no ensaio de micropropagacao in vitro. Os meios foram suplementados com 0,4 mg

L1 da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP), 2,5 g L* de phytagel e o pH ajustado
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para 5,8, posteriormente, foram autoclavados por 20 minutos a 120°C a pressao de
1 atm. Além disso, adicionou-se ao meio de cultura 30 g L' de sacarose, o qual
apresentou resultados favoraveis no ensaio de germinacdo das sementes in vitro.
Os frascos foram mantidos em B.O.D a 25 + 2°C com fotoperiodo de 16h e
intensidade de fluxo de fétons de 25 pmol m? s-! por 4 semanas. O ensaio de
micropropagacao foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
constituido de trés tratamentos com cinco repeticbes. Cada repeticdo foi
representada por um frasco contendo dois explantes de apice caulinar de A.

oleracea.

2.3. Andlise Biométrica e Bioquimica de Plantulas Micropropagadas in vitro

Apoés 4 semanas do ensaio de micropropagacao in vitro de A. oleracea em
incubadora B.O.D, prosseguiu-se com as andlises dos parametros biométricos das
plantulas micropropagadas como comprimento da parte aérea (CPA), niumero de
folhas, numero de brotacdes, comprimento da maior raiz (CMR) e matéria fresca
(MFP). Posteriormente, o material vegetal foi submetido a secagem em estufa a
uma temperatura de 60 + 5°C por um periodo de 48 horas, para a determinacéo da
massa seca.

Foram utilizados 50 mg de pé liofilizado das folhas de A. oleracea e, em
seguida, foi realizado uma extracdo com 5 ml de agua deionizada duplamente
destilada a 100°C por 30 minutos e centrifugagao a 3.000 rpm por 10 minutos para
a obtencéo do extrato bruto. O extrato obtido foi utilizado para a determinacao dos
teores de nitrato (NOgz’), amoénio livre (NH4*), aminoacidos livres e carboidratos
soluveis totais.

A concentragdo de NOs foi determinada pelo método colorimétrico do acido
salicilico (Cataldo et al., 1975). A concentracdo de NH4* foi determinada pelo
método fenol-hipoclorito (Weatherburn, 1967; Felker, 1977). J& o teor de
aminoacidos livres foi determinado pelo método da ninidrina (Yemm et al., 1955), e
os carboidratos soluveis totais foram quantificados por meio do método fenol-acido

sulfarico, de acordo com Dubois et al. (1956).

2.4. Andlise Estatistica
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As analises estatisticas foram realizadas no software R v.4.3.0 (R Core
Team, 2023). Utilizaram-se os pacotes ExpDes.pt e ARTool 0.10.5 (Kay;
Wobbrock, 2016). Os testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de homogeneidade
de Bartlett foram usados para a definicdo dos testes mais apropriados para a
deteccao de variacao entre os tratamentos. Satisfeito os pressupostos, prosseguiu-
se com a analise de variancia (ANOVA) e, quando significativo, os valores médios

foram comparados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade (p < 0,05).

3. Resultados e Discusséo
3.1. Germinagéo in vitro de Acmella oleracea

A germinacao in vitro de A. oleracea foi observada no segundo dia apos a
inoculacdo das sementes, com a andlise de variancia mostrando diferenca
significativa nos parametros de comprimento da parte aérea e matéria fresca com o
tratamento de 30 g L™ de sacarose que resultou em médias de 7,60 cm e 0,18 g

(p<0,05), respectivamente, apos 4 semanas de cultivo (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores médios do comprimento da parte aérea, numero de folhas, comprimento de
raizes e matéria fresca de plantulas de Acmella oleracea submetidas a meio de cultura MS com

diferentes concentracdes de sacarose, apdés 4 semanas da germinacéo in vitro em camara BOD.

Comprimento da Comprimento de

Sacarose (g L?) Ndmero de folhas Matéria fresca ()

parte aérea (cm) raizes (cm)
30 7,60+2,85a 500+2,45b 577+3,80b 0,18 +0,14 a
20 2,80+1,48b 350+191b 5,28+2,29b 0,03+0,01b
10 3,52+0,97b 1,83+1,83b 3,33+1,29b 0,02+0,01b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade (p < 0,05). Valores apresentados como média + desvio padrdo. Fonte: Autores (2024).

Como é possivel observar na tabela 2, o aumento da concentracdo de
sacarose no meio de cultivo pode ter favorecido o crescimento das plantulas,
possivelmente devido ao papel crucial desse agucar como fornecedor de energia
metabdlica e carbono para a sintese de compostos organicos essenciais ao
desenvolvimento celular e fotossintético (Stein; Granot, 2019). Embora
concentracbes mais baixas de sacarose, como 10 g L™ e 20 g L™, ndo tenham
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mostrado diferencas significativas (Tabela 2), o fornecimento adequado de
sacarose tem sido amplamente reconhecido como importante para o crescimento
vegetativo e radicular em culturas in vitro (Pinheiro et al., 2018).

A sacarose, além de atuar como precursor para estruturas de carbono
essenciais nos processos metabdlicos, também exerce papel regulador e
sinalizador nas células vegetais, influenciando o crescimento e desenvolvimento
das plantas desde a germinacdo de sementes, expansédo e alongamento celular e
crescimento radicular (Shah et al.,, 2019). O presente estudo corrobora com
resultados anteriores que demonstram que concentracées mais altas de sacarose
favorecem o crescimento das plantulas, especialmente na fase de desenvolvimento
intensificado (Almeida et al., 2020). Embora em algumas pesquisas a utilizacdo de
menores concentracdes de agucares tenha proporcionado bons resultados (Kulus,
2019), os achados deste estudo sugerem que a maior concentracao de sacarose
foi eficaz no desenvolvimento das caracteristicas vegetativas de A. oleracea
(Tabela 2), destacando sua importancia na otimizagéo das condi¢gdes de cultivo in

vitro.
3.2. Micropropagacéo in vitro de Acmella oleracea

3.2.1. Influéncia de diferentes concentracdes de nitrato de amdnio nos

parametros biométricos

O tratamento T1, composto por meio MS basico, apresentou sintomas de
toxidez nas plantulas micropropagadas, incluindo folhas retorcidas, amareladas e
pequenas, além de reducdo no comprimento das raizes e formacdo de calos
(Figura 1). Esses sinais sao indicativos de toxicidade, provavelmente decorrente do
excesso de 6-benzilaminopurina (BAP).

Alguns relatos apontam esses sintomas causados por um desequilibrio
hormonal dessa citocinina quando aplicada em concentracdes elevadas (Oliveira;
Freire; Aloufa, 2019; Corpes; Santos, 2021). Resultados semelhantes foram
observados em estudos com A. oleracea, nos quais a auséncia de BAP favoreceu
0 crescimento da parte aérea e 0 desenvolvimento de raizes adventicias (Almeida
et al., 2020).
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Figura 1 — Plantulas de Acmella oleracea ap6s 4 semanas da micropropagacao in vitro em meio de
cultura MS com diferentes concentracdes de nitrato de aménio. T1 - meio MS basico, T2 - MS
modificado com metade da concentracdo de nitrato de amdnio (%2 NH4NO3s) e T3 MS modificado

com o dobro da concentragdo de NH4NO3 (2x NHaNO3).

T3

1cm

Fonte: Autores (2024).

Na figura 1, observa-se que nos tratamentos T1 e T3 houve a formacéo de
calos na base dos explantes, o que comprometeu o processo de enraizamento das
plantulas. Esse fendbmeno é consistente com os efeitos observados em outros
estudos de micropropagacédo, onde a aplicacdo de BAP em altas concentracdes
resultou na inibicdo do alongamento e da ramificacdo das raizes, respectivamente
(Goncalves et al., 2020).

O uso de citocininas exdgenas, como o BAP, promove a multiplicacdo de
brotos, mas, quando em excesso, pode induzir efeitos adversos, como o
encurtamento dos entrends e a reducdo do tamanho das plantulas, caracterizando
sinais de toxicidade (Toledo; Biasi, 2018). Ademais, observou-se diferenca
significativa para a variavel crescimento da parte aérea das plantulas apenas no

tratamento T2, obtendo média de 3 cm (Tabela 3).

Tabela 3 — Médias do comprimento da parte aérea (CPA), numero de folhas, nimero de brotos,
comprimento da maior raiz (CMR) e matéria fresca de plantulas (MFP) de Acmella oleracea
submetidas a meio de cultura MS com diferentes concentrages de nitrato de aménio (NH4NOs),

apos 4 semanas da micropropagacao in vitro.
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Parametros biométricos
Tratamentos

CPA (cm) N° de folhas N°de brotos CMR (cm) MFP (g)

T1 - MS bésico 0,50+0,10b 8,67%x3,21a 200+1,00a 1,33+231la 0,54+0,33a
T2 - MS + % NH4NO3 3,00+0,50 a 9,00+1,00a 3,67+2,08a 213*0,47a 180+1,17a

T3 - MS + 2x NH4NO3 210+101b 767x451a 067+115a 097+134a 0,27 £ 0,08 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade (p < 0,05). Valores apresentados como média + desvio padrdo. Fonte: Autores (2024).

Os resultados satisfatorios dessa variavel expostos para este tratamento,
em relacdo aos demais, apesar de contraintuitiva, € um lembrete de que a
absorcdo de nitrogénio em plantas possui um grande preco energético. A
assimilagdo tanto de nitrato quanto de amoénio sdo alguns dos processos mais
energeticamente custosos para as plantas, demandando mais de 25% da energia
total na parte aérea e nas raizes (Moraes et al., 2023). E nesse caso, a maior
disponibilidade e assimilacdo de N, representaram um maior gasto energético, o
gue pode ter prejudicado o crescimento das plantas dos tratamentos com maiores

concentragcoes do mesmo.

3.2.2. Influéncia de diferentes concentragcdes de nitrato de amdnio no

metabolismo do nitrogénio

7z

O metabolismo do nitrogénio em plantas superiores € uma das vias
metabdlicas de maior importancia apos a fotossintese e respiracao celular, sendo a
responsavel pela incorporacdo de nitrogénio em esqueletos de carbono para a

formacdo de aminoacidos (Kerbauy, 2019).

O aumento do fornecimento de N, através do meio de cultura, promoveu o
aumento de 26,52% e 150,68% nas concentracOes de nitrato e amonio entre 0 T2 e

T3, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Quantificacdo dos teores de nitrato (NOz’), aménio livre (NH4"), aminoacidos livres e
carboidratos sollveis totais de plantulas de Acmella oleracea submetidas a meio de cultura MS com
diferentes concentracdes de nitrato de amoénio (NH4sNOs3), apds 4 semanas da micropropagacao in

vitro.
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Parametros bioquimicos

Tratamentos : : = =
NO3" NH4* Aminoécidos livres Carboidratos
(mg/g peso seco) (mg/g peso seco) (umol/g de peso seco) (mg/g peso seco)
T1 - MS basico 12,90+ 0,03 a 0,91+0,01b 0,18+0,01b 32,35+£2,31b
T2 - MS + %2 NHsNO3 11,65+ 0,06 a 0,73+£0,07c 0,17 0,03 b 4411 +2,47 a
T3-MS +2x NHsNOs  14,74+0,12 a 1,83+0,08 a 0,33+0,05a 34,98+1,82b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade (p < 0,05). Valores apresentados como média + desvio padrdo. Fonte: Autores (2024).

Como €& demonstrado na tabela 4, a maior concentracdo dos ions
nitrogenados nos tecidos foliares refletiu também nas concentragbes de
aminoacidos livres, onde houve um aumento de 94,12% entre T2 e T3. A absor¢ao
e assimilacdo desses ions ocorre de forma diferente, o amdnio, assim que
absorvido € imediatamente assimilado em aminoacido por conta de sua toxidez,
enquanto o nitrato pode ser armazenado nos vacuolos, translocado para outros
tecidos, ou reduzido a aménio para posterior incorporagcdo em aminoacidos (Liu;
Hu; Chu, 2022). Logo, o maior fornecimento tanto de nitrato quanto de aménio na
forma do sal NH4NOs promoveu o aumento da concentracdo dos intermediarios do
metabolismo do nitrogénio.

Por outro lado, o decréscimo de 20,70% nas concentracbes de
carboidratos solaveis totais entre T2 e T3, indica uma resposta negativa ao
aumento das concentragoes de NH4NOs (Tabela 4). Juntamente a isso, observou-
se também um decréscimo para o comprimento da parte aérea das plantulas no
tratamento T3 (Tabela 3) com o aumento da concentracédo de nitrato de amonio.
Isso pode ser justificado por um efeito compensatério nas plantulas causado pelo
aumento da concentracdo de NHs4NOs direcionado a sintese de aminoacidos e
proteinas, limitando a alocacdo dos nutrientes para a producéao de carboidratos e
consequentemente para o crescimento das plantulas (Song; Yang; Jeong, 2021).

A assimilacdo de N, tanto na forma de NHs4* quanto NOs é
energeticamente custoso as plantas, tendo em vista que a redugcédo do NOs™ & NHa4*
€ necessaria para a formacdo de aminoacidos, e esse processo demanda grandes
guantidades de poderes redutores (Fernandes; Souza; Santos, 2018). As reacdes

de reducdo do NOs a NH4" séo catalisadas pela agcdo em sequéncia de duas
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enzimas, a nitrato redutase e nitrito redutase com o consumo de NADPH e seis
ferredoxinas reduzidas (Liu; Hu; Chu, 2022).

A assimilacdo de NHs* em aminoécidos também demanda grande
guantidade de energia e poderes redutores na forma de ATP, NADH ou ferredoxina
reduzida (Fernandes; Souza; Santos, 2018). Bem como também necessitam de
esqueletos de carbono derivados do ciclo do acido citrico como o 2-oxoglutarato
para a formacdo de aminoacidos. Isso pode causar a reducdo da producdo de
energia via ciclo do acido citrico nessas plantas, visto que, quanto maior a
concentracdo de nitrato de amonio no meio, maior a concentracdo de aminoacidos
sollveis totais, e maior a necessidade de energia para forma-los, como observado
nos dados obtidos (Tabela 4) (Lameira et al., 2020).

4. Conclusao

Os resultados do presente estudo mostraram que houve significancia com
0 aumento de sacarose (30 g L) no meio de cultivo para a germinacéo in vitro de
Acmella oleracea. Também demonstrou que o uso da concentracédo 0,4 mg L de
6-benzilaminopurina (BAP) pode ter causado fitotoxidade em plantulas de A.
oleracea micropropagadas in vitro.

Ademais, constatou-se que o0 aumento das concentracdes de nitrato de
amonio promoveu a assimilacdo de nitrogénio e a formacdo de aminoacidos
solaveis, mas imp6s uma alta demanda energética. Esse gasto excessivo de
energia comprometeu o metabolismo do carbono, ocasionando uma reducdo de
energia disponivel para a sintese de carboidratos essenciais ao crescimento. Como
resultado, observou-se uma limitagdo no desenvolvimento das plantulas com o

aumento da concentracao de nitrato de amonio.
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