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Introducgéo Geral

1. O Metabolismo Acido das Crassulaceas (CAM)

O metabolismo CAM é expresso em aproximadamentegéd@ros de 24 familias
(Ceusterset al, 2011), sendo encontrado em aproximadamente 5@d@ das espécies
epifitas das familias Bromeliaceae e Orchidaceagcfler, 2006; Silvera & Lasso, 2016).
Esse metabolismo auxilia na adaptacdo dos vegetaitientes aridos, ja que, comparado ao
ciclo de Calvin (G), diminui a transpiracdo em relacdo a capacidadasdimilacdo do GO
(Kerbauyet al, 2012).

Apesar da vantagem na eficiéncia do uso da agaatasl CAM apresentam algumas
desvantagens. O gasto energético necessario pda roalécula de CPO assimilada
geralmente é mais elevado em plantas CAM, quandmpamdo as plantass Winter &
Smith, 1996). Com relacéo a fotorrespiracao, ihivéente achava-se que as plantas CAM néo
tinham esse processo. Contudo, recentemente fooloeto que o efeito da concentracdo do
CO, poderia ser contrabalancado pela alta concentida&® produzido pelo ciclo de Calvin
no final do periodo claro (Luttge, 2011).

O CAM caracteriza-se pelo acimulo noturno de acotgénicos no vacuolo (Winter
& Smith 1996; Luttge, 2006). O principal acido aadato na maioria das espécies CAM é o
acido malico (Luttge, 2006; Borlarat al, 2011). Contudo, em um trabalho realizado com
Tillandsia pohliana foi verificado o acamulo noturno, principalmende, citrato (Freschet
al., 2010a). O acumulo desse acido organico € potermide mais eficiente do que o de
malato, uma vez que a descarboxilagdo de um malitdgo produz trés moles de gO
enquanto a descarboxilagdo do malato produz apenanol de CQ por mol de piruvato
formado. Dessa forma, o aumento no conteudo dataitpode funcionar como um

mecanismo suplementar para minimizar a fotorregiaa a fotoinibicdo nas plantas CAM



expostas as condi¢cdes ambientais desfavoraveisgé.,it988, 2006; Francet al, 1992,
Freschiet al, 2010a).

Muitas plantas podem apresentar ambos o0s tipostibolismo fotossintético ¢Ou
CAM), alternando-os conforme variacbes nas congigiebientais (Slesladt al, 2003). A
transicdo entre os tipos de assimilagdo de @@e ser induzida por déficit hidrico, aumento
no fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (FFigde atinge as folhas (Maxwaedt al.
1994; Haslanet al, 2003; Sleslalet al, 2003) ou por variagdes periddicas de temperatura
(Nievola et al, 2005). A mudanca para o CAM pode acontecer intdg@emente entre
diferentes regides da planta. Por exemplo, follpastas de um mesmo nd Gausia rosea
(Clusiaceagforam submetidas a diferentes condi¢cdes de uraidadtiva do ar, constatando-
se que o CAM foi induzido apenas nas folhas expastear seco (Schmét al, 1998).

Um promissor modelo de estudo para esse tipoatsitdo metabdlica € a espécie
Guzmania monostachigBromeliaceae), uma bromélia epifita que poderraie em
diferentes condigbes ambientais, entre os metabodisG e CAM (Freschiet al, 2010b;
Pereiraet al, 2013). Resultados recentes obtidos em nossoaligiior mostraram diferencas
significativas quanto a acidez noturna, atividadefasfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) e
da enzima malato desidrogenase (MDH) nas porc¢des,bmediana e apical das folhas de
Guzmania monostachids maiores atividades das enzimas PEPC e MDHazidez foram
observadas na porgdo apical, seguida da porcdcanzedas folhas dessa espécie quando
submetidas ao déficit hidrico (Fresclkt al, 2010b). Esses dados indicaram que,
provavelmente, a porcdo foliar apical dessa br@métiantida sob deficiéncia hidrica
apresentou maior expressao do CAM, quando compa@taa mesma porcao foliar das
plantas hidratadas. Por outro lado, a por¢éo lsaplantas mantidas sob déficit hidrico ou
hidratadas mostrou atividade fotossintética maigipra da via @, caracterizada pelo pouco

acumulo noturno de acidos organicos e pela redaidalade das enzimas PEPC e MDH.



2) Transporte de prétons e acumulo de acidos orgé&ros no interior do vacuolo

Plantas CAM sdo caracterizadas pelo acumulo notwtao acidos organicos,
principalmente malato, no interior do vacuolo (Guah & Borland, 2002). A forga préton-
motriz para que ocorra o transporte de acidos argédmo interior do vacuolo pode ser
gerada por duas enzimas no tonoplasto, ATPase (A/dR) pirofosfatase inorganica (PPi)
que bombeiam prétons {Hpara o interior do vacuolo (Marin, 1987; Rea &&ers, 1987).

O potencial elétrico negativo no citosol e a difgee de pH transmembrana gerado pelo
bombeamento de Hho vacliolo tendem a promover o transporte de &nicemo malato,
citrato e fumarato, ocasionando o acumulo de acafgénicos no interior do vacuolo,
caracteristico de plantas que realizam a fotossan@AM (White & Smith, 1989; Cheffings
et al, 1997).

Estudos realizados com plantas Kilelanchoé& daigremontianéCrassulaceae), uma
espécie CAM constitutiva, mostraram as maioresstab@atransporte de protons através do
tonoplasto na presenca de malato (White & SmitB9LINesse mesmo estudo, foi verificado
que ndo havia uma preferéncia no transporte dgedib ATP ou PPi. Apesar de muitos
estudos verificarem o transporte de prétons depgadée ATP ou PPi em espécies de
Kalanchoé apenas um trabalho mostrou o transporte de aga@rprotons enAnanas
comosus(McRae et al, 2002) e nenhum trabalho tem mostrado o transpietécidos
organicos e prétons em bromélias. Sera que assim observado erdalanchoé bromélias
CAM néao apresentariam uma preferéncia por ATP ou (BRpitulo 1)? Serd que o
transporte de protons no vacuolo estaria assodci@d® 0 maior acumulo de malato e
consequentemente a maior expressao do Caapitulo 1)? Em um trabalho
desenvolvido com plantas tesembryanthemum crystallindo observado um aumento de

trés vezes nas taxas de transporte de prétons diggende ATP quando as plantas foram



submetidas ao estresse salino (induzidas ao CAdmMparado com as plantag L.ittge et

al., 2000). O transporte de’Hlependente de ATP também foi verificado em plad&s
Nicotiana tabacum(Solanaceae), uma espécig, Cultivadas sob diferentes fontes de
nitrogénio inorganico (NE ou NG;). Maiores taxas de transporte de prétons e malato
interior do vacuolo e na presenca de ATP foranfigadas nas plantas mantidas na presenca
de nitrato comparado aquelas cultivadas em améiittge et al, 2000).

Apesar de inumeros trabalhos na literatura desoeav os transportes de protons e
acidos orgéanicos no interior do vacuolo em pla@aM e G, nenhum trabalho demonstrou
ainda a influéncia de diferentes fontes de nitrag@o transporte de He &cidos organicos
através do tonoplasto em plantas CAM constitutevdacultativas. Sera que o transporte de
prétons no vacuolo e a expressao de transportadaceslar de malato e fumarato (ALMT9)
seria influenciada por diferentes fontes inorgdmiga nitrogénio e pela concentracdo dessas
fontesCapitulos 2 e 3? Como seria o transporte de prétons e acidosimagno vacuolo e
a preferéncia por ATP ou PPi em plantas CAM canmstds e facultativas das familias

Bromeliaceae e Crassulace@apitulos 2 e 3?

3) Nutricdo e indugéo ao CAM

Apesar de muitos trabalhos terem mostrado a indw@aCAM por diferentes
condi¢cdes ambientais como, disponibilidade de aguansidade luminosa e fotoperiodo
(Maxwell et al, 1994; Nievolaet al, 2005; Pereiraet al, 2013), poucos estudos tém
mostrado a influéncia da deficiéncia nutricional mexpressdo desse metabolismo
fotossintético (Ota 1988; Winter &Holtum, 2011; Rigdieset al, 2014). Winter & Holtum
(2011) verificaram que o fornecimento de nutrientdsta o balanco entre as vias
fotossintéticas £e CAM em Calandrinia polyandra(Montiaceae). Quando mantida sob

reduzida disponibilidade de agua ou nutrientesplisiervada a mudanca na fixagédo diurna do



CO, para a fixacdo noturna nessa herbacea. A revela&dotossintese CAM parag Goi
possivel apos a reidratacdo ou adi¢cdo de solugditivauno solo dessa espécie (Winter &
Holtum, 2011).

Ota (1988) verificou que plantas Halanchoe blossfeldiangCrassulacegamantidas
em solucado nutritiva com presenca de nitrato (1 rapfesentaram um aumento no contetudo
de malato e no acumulo noturno de acidez, quandpamdas com plantas mantidas em
solugéo com presenca de amonio (1 mM). Essesadsslsugerem que a auséncia do nitrato
tem maior influéncia na inducdo ao CAM nessa espégique a auséncia de amonio. Sera
gue outras espécies CAM constitutivas dessa fameiliam esse metabolismo fotossintético
influenciado por diferentes concentracées dessasgdanorgéanicas de nitrogéniGgpitulo
2)?

Embora alguns trabalhos tenham estudado a coreetatge CAM e nutricdo, apenas
um estudo conduzido em folhas destacadas da beorepifita com tanqueGuzmania
monostachiamostrou a influéncia da deficiéncia de cada madreente (N, P ou K) na
inducdo do CAM (Rodriguest al, 2014). Nesse estudo foi verificado que a auséteia
nitrogénio promoveu um aumento de duas vezes widade das enzimas PEPC e MDH na
porcdo apical das folhas dBuzmania monostachiaomparado a auséncia de P ou K
(Rodrigueset al, 2014). Em relacdo aos estudos mais recentezadai com a bromélia
epifitaG. monostachiaainda ndo se sabe como as fontes de nitrogégitdara a expressao
do CAM. A regulagédo desse metabolismo @nmonostachiaeria bioquimica e molecular

(Capitulo 3)?

4) Aquaporinas e CAM
As aquaporinas (AQPs) sao proteinas responsaveigrpasporte de agua, pequenos

solutos e gases através das membranas (Maurel).2B@& pertencem a familia das



proteinas intrinsecas de membrana (MIPs) e se \Wdedi em cinco subfamilias,
denominadas PIPs (Plasma membrane Intrinsic PdtditPs (Tonoplast Intrinsic Proteins),
NIPs (Nodulin26-like Intrinsic Proteins), SIPs (Smaasic Intrinsic Proteins) e XIPs (X
Intrinsic Proteins) (Johansat al.,2001; Danielson & Johanson, 2008).

Variagbes de condutividade hidraulica em raizesr)(ltpm sido associadas as
alteracbes de expressdo de genes de aquaporines aegio. Variagbes diuturnas de
condutividade sdo acompanhadas por variagdes Bbdevranscritos de aquaporinas do tipo
PIP em raizes de milho e ervilha (Lomzl.,2003, Beaudettet al.,2007). Nessas espécies,
a expressdo de aquaporinas se mostrou dependetipo die raiz (primaria ou secundaria)
(Beaudetteet al.,2007) e do estagio de desenvolvimento das mesmado £bservado em
geral um aumento de expressao na zona de alongageotar e nas regidées mais maduras
da raiz primaria (Hachet al.,2006).

Também em folhas, a expressao de diferentes adnapabedece a um padrao de
regulacéo temporal e espacial. Enquanto algumé&srisas sao expressas nas folhas jovens
em expansao, outras sdo expressas preferencialerantelhas completamente expandidas,
sendo que as aquaporinas expressas nas folhasamadt#io provavelmente envolvidas em
processos fisioldgicos como o carregamento do figgrarda de agua do xilema, abertura e
fechamento estomatico, transporte de, @& fotossintese e movimento foliar (Heiretral.,
2009).Na leguminos&amanea samafMimosaceae), o acumulo de transcritos do gene
SAQP2 (PIP) no pulvino foi maior no inicio da fateminada, coincidente com o aumento
na permeabilidade da dgua em células motoras (Moslet al, 2002).

Em Mesembryanthemum crystallinunmudancas na permeabilidade a &gua de
protoplastos isolados de folhas e raizes duramiel@ diuturno coincidiram com flutuacdes
na abundancia de transcritos de trés PNMPIP1;4, McPIP1;5 eMcPIP2;1 e uma TIP:

McTIP1;2 em plantas CAM adultas (Vera-Estre#a al. 2012). No entanto, variacdes



similares ndo foram observadas em plantago@ens. De forma interessante, oscilacdes
diuturnas na atividade de PEPC, no acumulo deogpiaitna osmolaridade da seiva foram
observadas somente nas plantas CAM sendo quepssé@setros permaneceram inalterados
nas plantas £ Essas mudancas, em periodos distintos do cicloM,Clessaltam a
necessidade do controle do potencial osmoético empadimentos celulares especificos
concomitante com a regulacdo metabdlica e do flexdgua na planta. (Vera-Estredlaal,
2012). De forma similar, ndo foram verificadas aades evidentes nos niveis de transcritos
de VgPIP1,5e VgTIP2em funcdo do regime luminoso, no apice e na basefaflaas de
Vriesea giganteauma bromélia com metabolisma.@R auséncia de um padréo nitido de
expressdo dia/noite sugere que esses genes semessds de forma quase continua,
principalmente nas bases foliares, maximizando a&@orgho de nutrientes, cuja
disponibilidade € imprevisivel e sujeita a rapidegrddacdo e/ou utilizagdo por outros
organismos habitantes do tanque (Cambui, 2009).

Recentemente foi feito o transcriptoma da bromdgfita com tanque,G.
monostachiaque abriu uma ampla gama de possibilidades pastudo da regulacdo génica
nessa espécie (dados nao publicados). Nesse seséidb que 0s genes que codificam
aguaporinas nessa espécie seriam regulados pedwichalo dia (inicio e final do dia)
(Capitulo 4)? Sera que haveria uma regulacdo desses genefigralio do dia, estresse
hidrico e fontes inorganicas de nitrogénio nas g@sgasal, mediana e apical das folhas de

G. monostachigue expressam diferentes graus de intensidadé\bb(Capitulo 4)?

Objetivos Gerais

Investigar o transporte de prétons e acidos orgédnécacumulo noturno de malato e

citrato no interior do vacuolo nas folhas de alguepresentantes CAM das familias



Bromeliaceae e Crassulaceae submetidos a diferdotdss inorganicas de nitrogénio
associadas ou ndo ao déficit hidrico.

Avaliar a expresséo de genes que codificam aquegsonas porc¢des basal e apical de
folhas deGuzmania monostachisubmetidas a diferentes fontes de nitrogénio &sdas ou

nao ao déficit hidrico.

1. Objetivos especificos de cada capitulo
Capitulo 1:

Investigar o transporte de prétons e anions, conadatm fumarato e citrato,
dependente de ATP ou PPi no interior do vacuolo aciimulo noturno de malato e

citrato em seis espécies de bromélias CAM conistitsie uma ¢

Capitulo 2:

Determinar o acumulo noturno de &cidos organiotaato, fumarato e citrato e o
transporte de He anions, malato, citrato e fumarato, no interiorvectiolo dependente
de ATP ou PPi em duas espécies Kidanchoé Kalanchoé tubiflorae Kalanchoé
laxiflora, mantidas sob diferentes fontes de nitrogéniogéoico (NH* e/ou NQ) e

diferentes concentracdes dessas fontes (2.5 cul)0

Capitulo 3:

Investigar a influéncia da presenca e/ou auséreifmites inorganicas de nitrogénio
(NH;" e/lou NQ@) associada ou ndo a deficiéncia hidrica (PEG 680®), sobre a
expressdo do CAM, transporte de protons e anioniatagor do vacuolo, expressao do
gene ALMT9 que codifica o transportador de malapeshdente de aluminio 9, atividade

das principais enzimas antioxidantes (catalasepribato peroxidase, superdxido



dismutase e glutationa redutase) e quantificacdécdeares soluveis, glicose, frutose e
sacarose, na porcdo apical das folhas pertenceaes-12 nés de Guzmania

monostachia

Capitulo 4:

Verificar a expressao de alguns genes que codifeguaporinas (PIPs, TIPs, NIPs e
SIPs) nas por¢cdes basal, mediana e apical de fghasncentes ao 8-1hods de
Guzmania monostachimantidas sob diferentes fontes de nitrogénio 4{Néu NG

associadas ou ndo a deficiéncia hidrica (PEG 6008).3

2. Estratégias de estudo

1) Avaliar o transporte de prétons dependente dB Al PPi e o acumulo noturno de
malato e citrato em folhas de bromélias classiicadomo CAM constitutivas, CAM
facultativas ou ge em folhas de duas espécies CAM constitutivaéatenchoé

2) Analisar o grau de expressdo do CAM por mei@mgaio da atividade das enzimas
PEPC e MDH e da dosagem da variacdo de acidez ($mimturno de acido malico e
citrico) na porcdo apical de folhas @ monostachiaapds o tratamento de deficiéncias
nutricionais (NH" e/ou NQ) associadas ou néo a deficiéncia hidrica pordiase

3) Determinar a atividade das enzimas antioxidamtescumulo de agucares sollveis na
porcdo apical de folhas dg8uzmania monostachiaubmetidas a deficiéncia de diferentes
fontes de nitrogénio inorganico (IWHe/ou NQ) associada ou nédo a deficiéncia hidrica por
sete dias.

4) Analisar os niveis de transcritos do ALMT9 nargdio apical das folhas de.
monostachiaapds o tratamento de deficiéncias nutricionais {/N#ou NQ) associadas ou

ndo a deficiéncia hidrica por sete dias.



5) Analisar os niveis de transcritos de AQPs (FIP, NIP e SIP) nas diferentes por¢des
foliares (basal e apical) d&. monostachiaapos o tratamento com diferentes fontes de

nitrogénio (NH" ou NQy) associadas ou ndo a deficiéncia hidrica pordiate
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Principais conclusbes

As principais conclusdes obtidas desse traballbodg&critas individualmente para
cada capitulo apresentado.

No capitulo 1, entre as 6 espécies de bromélias CAM utilizadessen estudo,
Billbergia pyramidalisapresentou as maiores taxas de transporte denprdapendente de
ATP ou PPi e maior acumulo noturno de malato, emigudillandsia usneoidegxibiu as
menores taxas de transporte de protons e acimut@ld¢o durante a noite. Todas bromélias
mostraram uma preferéncia pela ATPase, em vez @dadlRomo forca préton-motriz para o
transporte de acidos organicos no interior do vaci® permeabilidade do tonoplasto na
presenca de ATP, para todas as bromélias CAM tesfadfumarato > malato > citrato.

No capitulo 2, plantas de&Kalanchoélaxiflora e Kalanchoé tubifloracultivadas com
2.5 mM de nitrato apresentaram maiores taxas depaate de prétons dependente de ATP
ou PPi e maior acimulo noturno de acidos orgamoeomterior do vacuolo. Por outro lado,
plantas de ambas as espécies mantidas em 5.0 rmMateo exibiram os menores valores de
transporte de prétons e acumulo de &cidos organignte a noite. Ao comparar as duas
espécies, 0s parametros descritos acima foram esaias plantas dé tubiflorado que nas
plantas deK. laxiflora. De modo geral, os resultados apresentados nap#elo sugerem
que K. tubiflora apresenta um CAM mais forte comparado ddmlaxiflora e as fontes
inorganicas de nitrogénio (NHou NQ;) , bem como suas concentragdes, influenciam no
grau de expressdo do CAM nessas duas espédiadatehoé

No capitulo 3, os dados claramente mostram que a presencadsdéadmonio (5.0
mM) associada ao déficit hidrico (PEG 6000 30%pfage a maior expressao do CAM na
porcado apical das folhas deéuzmania monostachiaguando comparado com a presenca
isolada de nitrato (5.0 mM). Foi observado tambémaior acimulo de agucares soluveis

(glicose, frutose e sacarose) e atividade das ipaiscenzimas antioxidantes (SOD, CAT,
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APX e GR) na porgéo apical das folhas dessa bramdgdintidas na presenca de amdnio. O
transporte de prétons e acidos organicos depersléatATP, bem como a expressao do gene
ALMT9, que codifica o transportador de malato adivgor aluminio, foram aumentados na
presenca de aménio como Unica fonte isolada degeitio. Esses resultados sugerem que o
amonio melhorara a capacidade de limitar o dandatixio, bem como favorece o transporte
de &cidos orgéanicos no interior do vacuolo na poegical das folhas d8 monostachia

No capitulo 4, nossos resultados sugerem que 0s 11 genes gfiearndhquaporinas
escolhidos nesse estudo séo diferencialmente dipilpelo ciclo dia/noite e fontes de
nitrogénio e sdo muito responsivos aos déficitibidrcontribuindo para manter o balanco
hidrico em folhas d&. monostachiaA presenca de NH parece favorecer a inducédo dos
genes que codificam PIP1;2 e PIP1;5 nas porc¢osal lramediana no final do dia. O
aumento na expressao desses genes na base, pddigxr no transporte de agua para o
apice, associado com a repressdo desses genescéa ppical, evitando a perda de agua,
poderia resultar em uma maior disponibilidade deadggCQ para a enzima PEPC que exibiu

maior atividade na porcao apical das folhas, coastattado noapitulo 3.
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Resumo

Historicamente, o metabolismo &cido das crasswafAM) tem sido bem estudado em
espécies das familias Bromeliaceae e, principaln&rassulaceae. Essa via fotossintética é
caracterizada pelo acumulo noturno de acidos orgérdentro do vacuolo e pela fixacdo de
CO, durante a noite pela enzima fosfoenolpiruvato @atase (PEPC). No entanto, pouco se
sabe sobre a preferéncia pela atividade da enzilRage ou PPiase no transporte de protons
e acidos organicos no interior das vesiculas dopt@asto em espécies CAM. A fotossintese
CAM pode ser induzida em plantas caracterizadasoc@AM-facultativas por diversos
fatores ambientais, por exemplo, déficit hidriarmoperiodo, salinidade e deficiéncia de
nutrientes. Contudo, pouco tem sido discutido sabrdluéncia dos nutrientes na indugéo do
CAM. Esse estudo investigou o transporte de préaravés da membrana do tonoplasto em
seis espécies de bromélias CAM e duas espéciéaldachoé Todas as espécies usadas
nesse estudo mostrou uma preferéncia pela ATPagealpela PPiase para o transporte de
protons e 4cidos organicos no interior das vessadidatonoplasto. NGs também observamos
uma maior expressdo do CAM nas plantaskdéanchoé laxiflorae Kalanchoé tubiflora
mantidas na presencga de 2.5 mM desN®or outro ladoGuzmania monostachiaauma
espécie de bromélia epifita, exibiu a maior intdade do CAM nas folhas mantidas na
presenca de NH + déficit hidrico. Nessa espécie de bromélia, aomekpressio do gene
ALMT9na porg¢éo apical das folhas, seguido pelas mdiaxes de transporte de protons pela
ATPase, acumulo de acgucares sollveis e a ativagsidefesas antioxidantes parecem estar
relacionados com o aumento da toleréncia peloeapsndtico e limitagdo do dano oxidativo
nas folhas mantidas na presenca de,'NH déficit hidrico. Uma outra explicacdo para a
maior intensidade do CAM no apice das folhas mastieim NH" + déficit hidrico poderia
ser a maior expressao dos genes que codificam aguap nas regides basal e mediana das

folnas na presenca dessa fonte de N, principalmet®s e TIPs, que talvez sejam
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responsaveis pelo transporte de agua das porc¢8akéanediana para a porcdo apical das
folhas. O maior conteddo de agua conservado na@pagical poderia ajudar a aumentar a
intensidade da fotossintese CAM nessa por¢édo diaasfaleG. monostachianantidas na
presenca de NA + déficit hidrico.

Palavras-chave Aquaporinas; Metabolismo acido crassulaceo; Fornde nitrogénio;

Transporte de prétons.
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Abstract

Historically, crassulacean acid metabolism (CAM3 baen studied in many families, mainly
Bromeliaceae and Crassulaceae. This photosynthmtibway is characterized by the
nocturnal organic acid accumulation in the vacwasevell as CQfixation during the night
by the phosphoenolpyruvate carboxylase enzyme (PER@vever, little is known about the
preference of ATPase or PPiase activities for thetop and organic acids transport in
tonoplast vesicles in CAM species. CAM photosynthean be inducted in CAM-facultative
species by environmental factors such as, watecigjghermoperiod, salinity and nutrients
deficiency. Although, little has been discussedualtbe influence of nutrients on CAM
induction. This study investigated proton transpoit€AM bromeliad species and two CAM
Kalanchoéspecies. All of the species used in this study d€ltba preference for ATPase
rather than PPiase for the proton and organic acatsport into the tonoplast vesicles. We
also observed a higher CAM expressionKialanchoé laxifloraand Kalanchoé tubiflora
plants kept in the presence of 2.5 mM of N@n the other handiuzmania monostachia
plants, an epiphytic tank bromeliad species, exubihe highest CAM intensity in the leaves
kept in the presence of NH+ water deficit. In this same bromeliad, a makatssporter
gene,ALMTY9, showed its highest expression in the apical porbf the leaves and the
highest proton transport rates into the vacuoleAbyase. Soluble sugars and antioxidant
enzymes activities were also verified in this studyorder to observe their influence on
increasing the drought tolerance@imonostachialn the leaves kept in Nfi+ water deficit
the highest antioxidant activities and accumulatansoluble sugars were observed, this
suggests that this inorganic nitrogen source semisicrease the drought tolerance by
osmotic adjustment and limitation of oxidative dg®maThese factors can favor the increase
of CAM intensity in the leaves kept under NH- water deficiency. Another explanation for

why the highest CAM intensity was observed in thiza portion of the leaves kept in YH
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+ water deficiency is because of the higher expsassf aquaporin genes in the basal and
middle regions of the leaves in the presence & thisource, mainly PIP and TIP, which
might be responsible for transporting water frora Hasal and middle portions to the apical
portion where these AQP genes are repressed. Thehfat the highest water content is
conserved in the apical portion might help to explae increase in the intensity of CAM
photosynthesis observed in the leavesGofmonostachigept in the presence of NH+

water deficit.

Keywords: Aquaporins; Crassulacean acid Metabolism; Nitraggurces; Proton transport.
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