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Introdução 
 

Ao longo da vida e do desenvolvimento das plantas, elas podem ser expostas a 

vários estresses ambientais em condições naturais e agrícolas. Entre os tipos de estresses 

abióticos, o hídrico é um dos mais severos e que afetam a produtividade das plantas. Isso 

acontece, pois a água é a principal constituinte da planta, constituindo cerca de 80-95% da 

biomassa total das mesmas e desempenhando um papel vital em vários processos fisiológicos, 

como crescimento, desenvolvimento e metabolismo (Abbasi & Abbasi, 2010; Brodersen et al. 

2019).       

Com as mudanças climáticas que vem ocorrendo por atividades antrópicas não 

ecológicas, como o desmatamento e o aumento da liberação de CO2 para atmosfera, está 

havendo um rápido incremento das temperaturas médias globais da superfície, trazendo 

efeitos danosos aos padrões de precipitação, os quais apresentam períodos de estresse hídrico 

mais recorrentes e, portanto, ocasionando uma menor disponibilidade de água para as plantas  

(Gray & Brady, 2016; Bulgari  et al. 2019; Fatima et al. 2020). 

As plantas são organismos sésseis que precisam lidar com vários e complexos 

tipos de interações envolvendo fatores ambientais. No curso da evolução, elas desenvolveram 

mecanismos específicos que lhes permitem adaptar-se e sobreviver a eventos estressantes. A 

exposição de plantas aos estresses biótico e abiótico induz uma interrupção no crescimento 

vegetal, implicando em custos fisiológicos (Swarbrick et al. 2006; Bolton, 2009; Massad & 

Dyer, 2012).  

Para sobreviver aos estresses é importante que assim que a planta perceba as 

variações ambientais, comece a responder de maneira rápida e eficiente. Após o 

reconhecimento do estresse, os mecanismos de defesa basal constitutivos das plantas levam à 

ativação de cascatas de sinalização complexas de defesa que variam de um estresse para 

outro  (Chinnusamy et al. 2004; Andreasson & Ellis, 2009; Abou et al. 2009). Com isso, uma 

série de respostas acontecem, como ativação de canais iônicos específicos e cascatas de cinase 

(Fraire et al. 2011), produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Laloi et al. 2004), 

acumulação e realocação de nutrientes (Upadhyaya et al. 2011; Pottosin et al. 2014) causando 

uma reprogramação do maquinário genético  que resulta  em reações de defesa adequadas que 
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podem aumentar a tolerância das plantas, a fim de minimizar os danos biológicos causados 

pelo estresse  (Fujita et al. 2006). 

Os estresses abióticos mais citados são os provocados por deficiência hídrica e 

nutricional, podendo ser deflagrados por condições ambientais que provocam a redução do 

crescimento e a biomassa abaixo dos níveis ideais para a espécie (Cramer, 2010). As respostas 

das plantas aos estresses dependem do tecido ou órgão afetados, pois as respostas 

transcricionais ao estresse podem ser específicas do tecido ou da célula e podem ser bastante 

diferentes dependendo do estresse envolvido (Dinneny et al. 2008). Além disso, o nível e a 

duração do estresse podem ter um efeito significativo na complexidade dos eventos 

desencadeados (Tattersall et al. 2007; Pinheiro & Chaves, 2011). 

As respostas das plantas aos estresses abióticos podem envolver interações e 

sinais com muitas vias moleculares (Takahashi et al 2004). É recorrente que em muitos 

estresses abióticos resultem em maior produção das espécies reativas de oxigênio (ROS da 

sigla em inglês), que podem modificar a atividade enzimática e regulação de genes (Mittler et 

al. 2011).  As espécies reativas de oxigênio podem desempenhar distintos papéis na célula 

vegetal, atuando como sinalizadores em concentrações equilibradas, mas em altas 

concentrações, atuam como agente oxidante (Foyer, 2020). As ROS podem ser geradas de 

diversas formas nas células vegetais, como durante o processo respiratório nas mitocôndrias 

ou durante a fotossíntese nos cloroplastos (Sies et al. 2017).  

Algumas das ROS geradas pelas células vegetais são H2O2 (peróxido de 

hidrogênio), HO2
-
 (hidroperoxila), OH* (hidroxila), ROOH (hidroperóxidos) e radicais 

superóxido (O2
-
) (Foyer, 2018). As ROS podem ser consideradas formas altamente reativas de 

oxigênio que têm pelo menos um elétron desemparelhado em seu arranjo, podendo interagir 

com vários constituintes celulares, como lipídios, proteínas, DNA, RNA e oxidá-los. Para que 

haja uma regulação e equilíbrio das espécies reativas de oxigênio dentro das plantas, há 

mecanismos eficientes para diminuição dos mesmos que envolvem enzimas antioxidantes 

(Pandy et al. 2016 ; Silva et al. 2020), como superóxido dismutase (SOD), ascorbato 

peroxidase (APx), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), catalase 

(CAT) e metabólitos não enzimáticos, como ácido ascórbico (ASH), glutationa (GSH), alfa-

tocoferol, carotenóides, flavonóides e também o aminoácido prolina (Mittler et al. 2011; Chen 

& Dickman, 2004; Gill & Tuteja, 2010).  
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Outro mecanismo importante de tolerância ao estresse hídrico ou osmótico é a 

síntese e o acúmulo de osmoprotetores, que podem ser definidos como moléculas pequenas, 

não tóxicas em concentração molar, que podem proteger as membranas e proteínas do efeito 

desnaturante induzido por estresses abióticos, como o hídrico (Munns, 2002). Os 

osmoprotetores podem ajudar a superar os estresses osmótico ou hídrico, pelo evento 

denominado ajuste osmótico que pode reduzir o potencial de soluto, aumentando as 

concentrações dos osmólitos e, assim, melhorando a retenção e a captação de água (Fang & 

Xiong, 2015; Blum, 2017). Um dos osmólitos que podem ser sintetizados e acumulados sob 

déficit hídrico em plantas é o aminoácido prolina, sendo um dos aminoácidos mais 

importantes para as plantas (Bouchareb, 2008). 

Acredita-se que acumulação de prolina pode desempenhar função importante na 

adaptação das plantas ao ambiente seco. Segundo Rhodes et al. (1999) e Ashraf & Harris 

(2004), este aminoácido pode ser considerado um composto compatível, ou seja, não danifica 

as estruturas celulares em altas concentrações, e diminui o potencial osmótico celular. Além 

disso, pode ser uma das formas de armazenar carbono e nitrogênio nas plantas (Hare & Cress 

1997).  

Foi demonstrado que células e tecidos vegetais com elevada concentração de 

prolina, sob estresses osmótico e hídrico, têm degradações significativamente diminuídas das 

membranas plasmáticas e menor desnaturação das proteínas da membrana (Taey et al. 2010). 

Foi proposto por Smirnoff & Cumbes (1989) que a prolina pode ser um eliminador de ROS, 

funcionando como agente tamponante citosólico de pH e também como um estabilizador do 

estado redox celular. Logo, a acumulação de prolina pode influenciar positivamente na 

melhor adaptação das plantas às respostas aos estresses (Maggio et al. 2002). 

Os estresses hídrico, nutricional ou osmótico também podem desencadear 

aumento da suberização e lignificação das paredes celulares, sendo uma das estratégias mais 

comuns e eficientes para diminuir a difusão de água em condições adversas (Lux et al. 2004; 

Kotula et al. 2009; Krishnamurthy et al. 2009, 2011; Ranathunge et al. 2011; Kreszies et al. 

2019). 

A suberina é um biopoliéster complexo que pode formar barreiras na via 

apoplástica, podendo ser depositada na camada interna da parede celular da endoderme ou 

também na exoderme. (Nawrath et al. 2013). As suberinas das paredes podem ter dois tipos de 
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domínios, os polialifáticos e poliaromáticos (Bernards, 2002; Kolattukudy et al. 1975). A 

suberina alifática é a principal barreira no transporte de água devido à sua característica 

hidrofóbica (Hose et al. 2001; Zimmermann et al. 2000), enquanto a suberina aromática 

representa a principal barreira para solutos e entrada de patógenos (Enstone et al. 2002 ; Lulai 

et al. 1998). Já a lignina, é um biopolímero aromático complexo (Lupoi et al. 2015), que 

constitui grande parte das estrias de Caspary, juntamente com a suberina (Zeier & Schreiber, 

1998). 

Uma vez que as plantas podem responder aos estresses com aumento da 

lignificação e/ou suberização das paredes e banda de Caspary formando barreiras no 

transporte apoplástico, a água, deve continuar seu caminho pelo transporte simplástico de 

célula para célula, por aquaporinas e/ou plasmodesmos (Roberts & Oparka, 2003; Ranathunge 

et al. 2004; Tyerman et al, 2017). 

As aquaporinas são proteínas localizadas em diversas células e tecidos das plantas 

e podem desempenhar papeis importantes no melhor uso da água (Maurel et al. 2015). 

Segundo a revisão de Gaspar (2011), a identificação funcional da primeira aquaporina de 

plantas ocorreu em 1993, tendo grande aumento atualmente das quantidades de informações 

sobre a estrutura, localização e a função dos diferentes membros desta família multigênica de 

proteínas de membrana. Devido à semelhança dos genes que codificam para aquaporinas e às 

suas diversas presenças nos órgãos e tecidos vegetais, essas proteínas têm sido consideradas 

essenciais na manutenção de funções fisiológicas, como movimento de água e soluto, carga e 

descarga de floema, controle da abertura estomática, manutenção da condutância hidráulica de 

raízes, caule e folhas (Gaspar, 2011; Ayadi et al.,  2019). 

Segundo Jaykumar & Avinash (2021), as aquaporinas podem ser classificadas de 

acordo com suas características estruturais e sua localização em cinco grupos: proteínas 

intrínsecas da membrana plasmática (PIPs), proteínas intrínsecas do tonoplasto (TIPs), 

proteínas intrínsecas do tipo nodulina (NIPs), pequenas proteínas intrínsecas (SIPs) e 

proteínas X intrínsecas (XIPs) (Maurel et al.  2008).  Há vários fatores como estresses 

abióticos, nutrição nitrogenada, hormônios vegetais e luz que ajustam e controlam as 

atividades biológicas e nível de expressão, transcrição, pós-transcrição, tradução e pós-

tradução das aquaporinas (Kaldenhoff & Fischer, 2006; Li et al. 2016).  
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Recentemente Li et al. (2016) e Tyerman et al. (2017), evidenciaram que a 

condutividade hidráulica de raízes pode ser regulada por aquaporinas ligadas à membrana 

plasmática, sob diferentes tratamentos de NO3
-, 

usando plantas de Arabidopsis. Esses 

pesquisadores observaram que tanto a transcrição dos genes PIP1;1, PIP1;2, PIP2;1 e 

PIP2;3 aumentaram, quanto a abundância de proteínas PIP1 e PIP2 incrementaram, 

melhorando assim o fluxo simplástico de água. Em consonância, Darren et al. (2020) 

acrescentaram que a forma, concentração de N, espécie vegetal e exposição ao estresse 

hídrico podem mudar a condução de água nas plantas por meio das aquaporinas. Dessa forma, 

tem sido relacionado que a presença e função das aquaporinas e sua plasticidade podem 

melhorar a condutividade hidráulica, permitindo que a água seja transportada através das 

membranas celulares, seguindo gradientes de pressão osmótica e hidrostática (Wang et al. 

2019).  

Outro mecanismo que pode ser utilizado pelas plantas em situação de escassez 

hídrica no ambiente é a modificação na concentração de certos nutrientes (Waraich et al. 

2011). Foi demonstrado que os macronutrientes podem mitigar os impactos negativos do 

estresse hídrico em diferentes culturas, incluindo milho (Kaya et al. 2006; Aslam et al. 2013; 

Usmani et al. 2020), arroz (Chen et al. 2011), sorgo (Hattori et al. 2005; Asgharipour e 

Heidari 2011), soja (Dimkpa et al. 2017) e trigo (Karim et al. 2012; Shabbir et al. 2016; Shah 

et al. 2017; Alzahrani et al. 2018; Maghsoudi et al. 2019). 

Segundo Façanha et al. (2019), classicamente os nutrientes têm sido classificados 

de acordo com a quantidade exigida pelas plantas, sendo que os necessários em maiores 

concentrações são nomeados de macronutrientes, como o nitrogênio (N), fósforo (P),  potássio 

(K
+
), cálcio (Ca

2+
), magnésio (Mg

+
), enxofre (S). Já os micronutrientes, que tem grande 

importância fisiológica, mas são requeridos em menores quantidades são o boro (B), cloro 

(Cl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês (Mn), zinco (Zn), molibdênio (Mo)  e níquel (Ni) que 

podem estar em maior ou menor quantidade nos ecossistemas e são suscetíveis a intempéries  

como a seca (Lambers e Oliveira, 2019; Terrer et al. 2020; Isbell et al. 2019). 

A baixa precipitação diminui a disponibilidade de nutrientes no solo (Delgado-

Baquerizo et al. 2013), mas ao mesmo tempo, pode provocar respostas adaptativas das 

plantas  fazendo com que elas aumentem a absorção de N, K
+
 e Ca

2+
 e melhorem com isso sua 

resistência à seca (Tripler et al. 2006 ; Sardans et al . 2012; Sardans & Penuelas, 2015). 
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Dentre os macronutrientes, o nitrogênio é fundamental para o ciclo e manutenção 

da vida (Oosterhuis et al. 2014). Este nutriente compõe uma vasta gama de metabólitos e 

compostos estruturais, incluindo proteínas, ácidos nucleicos, clorofila, co-enzimas, 

fitohormônios e metabólitos secundários, sendo disponíveis no ambiente sob diferentes 

formas, como amônio (NH4
+
), nitrato (NO3

-
), aminoácidos, dentre outros (Cordeiro, 2004; 

Evans & Wildes 1971; Leigh & Wyn, 1984; Britto & Kronzucker 2008; Marschner, 2011). 

A absorção de N através da membrana plasmática pode ocorrer por dois tipos de 

carregadores (Siddiqi et al. 1990; Lea, 1993; Von et al. 1997). Os transportadores de baixa 

afinidade (Low Affinity Transport System - LATS) que absorvem N quando sua concentração 

externa é alta e são caracterizados como constitutivos, e os carregadores de alta afinidade 

(High Affinity Transport System - HATS), os quais absorvem menores concentrações de N 

externos (Aslam et al. 1992; Lea, 1993; Von et al. 1997). Para o nitrato, sob concentrações 

externas inferiores de 100-200 µM
-1

, o transporte pela membrana ocorre via carregadores de 

alta afinidade (HATS). Acima dessas concentrações, a absorção de nitrato ocorre pelos 

carregadores de baixa afinidade
 
(Von et al. 1997). 

O N pode também ajudar na tolerância à seca, melhorando a eficiência do 

fotossistema II (PSII), diminuindo o grau de fotoinibição e auxiliando na eficiência 

fotossintética (Fv/Fm) (Zhou et al. 2012). Em mudas de algodão estressadas pela seca, a 

resistência ao estresse hídrico é influenciada pela concentração de nitrogênio e tem uma forte 

associação com as atividades de enzimas antioxidantes, aumentando a atividade das mesmas e 

resultando na redução da peroxidação lipídica (Zhou et al. 2012). Segundo Saneoka et al. 

(2004), o estresse hídrico aumenta a concentração o malondialdeído (MDA) nas folhas, das 

quais ao serem suplementadas com nitrogênio reduziram este composto (Saneoka et al. 2004). 

Outro macronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas em escassez 

hídrica é o potássio (Cakmak, 2005). O potássio desempenha funções vitais na manutenção do 

status hídrico da planta, movimento estomático, atividade enzimática, osmorregulação e 

estabilidade da membrana (Farooq et al. 2009; Marschner, 2011; Ahmad et al. 2014; Jatav et 

al. 2014; Cherel et al. 2014). É um nutriente com alta mobilidade em transporte de longa 

distância, através do xilema e floema (Marschner, 1995), sendo o mais abundante cátion no 

citoplasma e desempenhando importante função na diminuição do potencial osmótico celular 

(Shabala & Pottosin, 2014). 
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O potássio pode ser absorvido de duas maneiras.  A primeira é realizada por um 

transportador de baixa afinidade e a outra possibilidade por um transportador de alta 

afinidade, sendo ambos localizados na membrana plasmática (Epstein; Rains; Elzam, 1963; 

Vale; Jackson; Volk, 1987; Santa; Danna; Czibener, 2000; Banuelos et al. 2002; Martinez & 

Cordero; Matinez; Rubio, 2005). 

O sistema de absorção de alta afinidade opera principalmente em baixas 

concentrações externas (<1 mM) de K
+
, contra um gradiente eletroquímico, e pode ocorrer 

tanto pelos transportadores simporte de K
+
/H

+
 da família (KT/HAK/KUP) e transportadores 

simporte de K
+
/Na

+
 da família HKT1.  (Vale; Jackson; Volk, 1987; Hirsch et al. 1998; 

Spalding et al. 1999; Santa; Danna; Czibener, 2000; Véry & Sentenac, 2003; Martinez & 

Cordero; Matinez; Rubio, 2005). Já o sistema de transporte de baixa afinidade (LATS), 

domina em concentrações externas mais altas (> 1 mM), principalmente por meio da atividade 

dos canais de potássio, como os da família (AKT) (Maathuis e Sanders, 1997).  

A absorção de potássio também está envolvida em respostas fisiológicas e 

mecanismos moleculares que melhoram as condições das plantas em estresse hídrico pelo 

melhor uso da água (Eakes et al. 1991; Egilla et al. 2001; Jatav et al. 2014). Maiores 

concentrações endógenas de potássio podem facilitar a sobrevivência das platas em ambientes 

secos por meio de diferentes mecanismos, como ajuste osmótico, alongamento celular, 

estabilidade da membrana plasmática, regulação estomática, bem como, desintoxicação de 

espécies reativas de oxigênio, resultando  assim, na melhor tolerância ao estresse hídrico 

(Wang et al. 2010). Os transportadores de potássio também são essenciais para maior 

eficiência no uso da água (Bañuelos et al, 2002), tendo em vista que transportadores de K
+
 

podem atuar como fatores-chave no ajuste osmótico em Arabidopsis thaliana, uma vez que 

maiores concentrações endógenas de K
+
  melhoraram a retenção de água por baixar o 

potencial hídrico, garantindo melhor regulação estomática e mantendo a atividade 

fotossintética via translocação de fotoassimilados (Römheld & Kirkby, 2010; Zörb et al. 

2014). 

  Além dos nutrientes N e K
+
, o cálcio (Ca

2+
) também pode participar de uma 

ampla gama de resposta a fatores ambientais estressantes, como a seca, cujo processo de 

sinalização endógena das plantas é acompanhado por alterações na concentração citossólica 

de cálcio (Gilroy & Trewavas, 2001).  
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O cálcio desempenha funções primordiais em processos celulares, cujas alterações 

na sua concentração intracelular modulam respostas a estresses como hídrico, nutricional, 

fótico, patógenico e hormonal (Harper, 2001; Knight & Knight, 2001). Para que haja a 

modulação de respostas, assinaturas específicas de cálcio codificam as informações para o 

estímulo de respostas eficientes (McAinsh & Hetherington, 1998; Allen et al. 2001; 

Hetherington & Brownlee 2004). As informações codificadas por essas assinaturas podem ser 

reconhecidas por proteínas sensoras que as transmitem em respostas a jusante, como cascatas 

de fosforilação e regulação da expressão gênica (Luan et al. 2002; Scrase et al. 2003).  

As proteínas sensoras de cálcio podem ser diferenciadas em proteínas semelhantes 

à calcineurina B (CBLs) e proteínas cinases dependentes de cálcio (CDPKs). As CBLs 

interagem com um grupo específico de proteínas cinases, designadas, proteínas cinases de 

interação com CBL (CIPKs), desempenhando funções essenciais (Cheong et al. 2007). Umas 

dessas funções é a ativação da CIPK (uma proteína cinase), pelos sensores de cálcio CBL que 

auxiliam a CIPK a formar o complexo CBL / CIPK que, por sua vez, podem fosforilar, 

regular e ativar os transportadores de outros nutrientes na membrana plasmática, como o K
+
 e 

o NO3
-
,  aumentando o influxo desses nutrientes (Behera et al. 2017).  

Segundo Manishankar et al. (2018), há  um notável  papel multifuncional da 

cinase CIPK23, que em combinação com os sensores de Ca
2+

, CBL1 e / ou CBL9 podem 

coordenar a  nutrição de plantas para alguns nutrientes como é o caso da nutrição de K
+
, cuja 

CIPK23 regula a entrada de K
+
  tanto pelo canal AKT1, quanto pelo transportador de alta 

afinidade HAK5 de potássio (Ragel et al. 2015; Xu et al. 2006). Além disso, a CIPK23 pode 

regular o canal TPK para facilitar a liberação de K
+
 que está dentro do vacúolo para o 

citoplasma (Tang et al. 2020). Segundo Ho et al. (2009), a cinase CIPK23 pode formar um 

complexo com CBL1, chamado complexo CBL1-CIPK23 da cinase sensor Ca
2+

 que pode 

fosforilar o resíduo Thr101  do transportador de nitrato NPF6.3 / NRT1.1,  que em seu status 

fosforilado determina o modo de afinidade de transporte desta proteína, para alta ou baixa 

afinidade em relação à  absorção do nitrato (Ho et al. 2009). Segundo Liu et al. (2020), já foi 

verificado que o mesmo complexo CBL1/2-CIPK23 pode ser ativado pelo aumento de cálcio 

intracelular, que pode passa através de proteínas de membrana do tipo OSCA1, que por usa 

vez, é ativada por estresses como o hídrico ou o osmótico.  
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Um dos ambientes que comumente apresentam grandes variações na 

disponibilidade de água, luz e nutrientes e que pode ocasionar periodicamente estresses, como 

hídrico, fótico e nutricional, é o ambiente epifítico (Benzing, 2000). Esse ambiente é habitado 

por plantas epífitas podendo esse hábito ser descrito como, uma forma de vida que 

compreende espécies de plantas vasculares e não vasculares que podem utilizar troncos e 

galhos de árvores como apoio para se estabelecerem e crescerem, sem depender do solo para a 

obtenção de água e nutrientes (Zotz, 2013). A disponibilidade de água pode influenciar 

fortemente o estabelecimento e o crescimento das epífitas em seu habitat, podendo causar 

estresse hídrico nessas plantas em tempos de pouca chuva (Zotz, 2016).  

Uma das plantas que normalmente pode ser encontrada nesse habitat epifítico é a 

bromélia (Benzing, 2000). A família Bromeliaceae possui 75 gêneros e 3600 espécies 

(Abrahamczyk & Kessler, 2015; Gouda & Butcher, 2019) que apresentam grande diversidade 

morfológica e ecológica, colonizando desde ambientes áridos até florestas ombrófilas densas 

com distribuição nas regiões tropicais e subtropicais da América. Aproximadamente 900 

espécies podem ser encontradas na Floresta Atlântica (Luther & Sieff 1994, 1997; Luther 

2001). 

Para poderem habitar o dossel das árvores, as bromélias, ao longo da evolução, 

desenvolveram adaptações morfológicas, tais como, conter folhas dispostas em roseta, 

formando um tanque que permite uma certa retenção da água de chuva e detritus (Benzing, 

2000). Uma solução nutritiva é formada, principalmente, por meio da água que escorre das 

folhas e galhos da planta hospedeira, carregando consigo, nutrientes inorgânicos e orgânicos 

que ficam contidos no tanque. Há também associações com anfíbios, formigas, invertebrados 

e uma vasta flora microbiana que contribuem para a nutrição das bromélias (Leme, 1993; 

Benzing, 2000; Leroy et al. 2019). 

Além de possuírem adaptações morfológicas, as bromélias epífitas, geralmente, 

possuem adaptações metabólicas, como poder ajustar o potencial osmótico por meio da 

acumulação de alguns nutrientes e/ou compostos orgânicos, poder mudar o tipo de 

fotossíntese de C3 para CAM.  Essas adaptações ajudam a reduzir a perda de água por 

transpiração, auxiliando no uso da água de maneira mais eficiente sob déficit hídrico e 

mantendo assim, maior conteúdo de água nos tecidos em condição de seca (Nievola et al. 

2005; Yue et al.  2006; Freschi et al. 2010, Castillo et al. 2016; Basu et al. 2016). 
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Em relação ao ajuste osmótico, muitas bromélias epífitas diminuim os potenciais 

osmóticos dos tecidos, chegando a valores mais negativos que -1,0 MPa (Lüttge et al. 1986; 

Zotz & Andrade, 1998). Essa redução pode ser causada pelo aumento da concentração celular 

de certos compostos orgânicos, através da síntese ou acúmulo de osmólitos, como a prolina, 

os açúcares ou de certos nutrientes, como K
+
 e Ca

2+
, causando diminuição do potencial 

hídrico e contribuindo para maior entrada de água nas células (Barathi et al. 2001, Garg et al. 

2001;Morgan, 2003; Parida et al. 2007). 

Segundo Garg et al. e Barathi et al. (2001), o estresse hídrico aumentou os teores 

de açúcar solúveis totais e prolina livres em plantas de Vigna aconitifolia (Fabaceae), 

ajudando na melhor retenção de água. Da mesma forma, a espécie Acanthostachys strobilacea 

(Bromeliaceae), teve o conteúdo endógeno aumentado de prolina, permitindo a ação eficiente 

das enzimas antioxidantes e promovendo vias alternativas de desintoxicação das ROS o que 

dominuiu a formação de ROS em restrição hídrica (Szabados & Savouré, 2010). 

Outro mecanismo que pode aparecer em algumas bromélias e que permite o 

melhor uso da água sob restrição hídrica, é ter uma fotossíntese flexível e serem capazes de 

mudar de C3 para o CAM (Larcher, 2006; Borland et al. 2011). A fotossíntese é o sistema 

fisiológico mais importante na manutenção da vida na Terra, quando plantas com fotossíntese 

C3 utilizam uma molécula com três carbonos (i.e., 3-fosfoglicerato) para sintetizar 

carboidratos. Já o sistema fotossintético CAM utiliza um mecaismo com baixo custo de 

transpiração, abrindo seus estômatos no período noturno, assimilando CO2 e acumulando 

ácidos orgânicos no vacúolo, que, subsequentemente, serão descarboxilados no período 

diurno, quando seus estômatos se encontram fechados e incorporando o carbono ao 3-

fosfoglicerato via Rubisco (Osmond & Holtum, 1981). 

O modo de fotossíntese CAM é expresso em aproximadamente 300 gêneros de 24 

famílias, e em aproximadamente 50% das espécies de bromélias epífitas (Larcher, 2006; 

Borland et al. 2011). Segundo Osmond (1978) e Lüttge (2004), o CAM pode ser dividido em 

quatro fases: na primeira, os estômatos estão abertos no período noturno, fixando o CO2 

atmosférico pela enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) e formando oxaloacetato, que 

pela ação da enzima malato desidrogenase (MDH) é transformado em malato. Este é 

armazenado no vacúolo na forma de ácido málico (Ranson & Thomas, 1960; Lüttge et 

al.1986). A segunda fase inicia-se no começo do período diurno, quando os estômatos estão se 
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fechando, ocorrendo a diminuição da atividade da PEPC e aumento da atividade da enzima 

ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RUBISCO), podendo o carbono ser fixado 

pelas duas enzimas (RUBISCO e PEPC) (Winter & Tenhunen, 1982). A terceira fase ocorre 

durante o período luminoso, quando os estômatos se encontram fechados e o ácido málico é 

descarboxilado ao ser exportado do vacúolo, liberando o CO2 que poderá ser fixado pela 

RUBISCO (Cushman & Borland, 2002; Lüttge, 2004). A fase quatro ocorre no início do 

período escuro, quando a RUBISCO diminui sua atividade e a PEPC começa a fixar o CO2 

atmosférico, retomando novamente o CAM (Osmond, 1978; Lüttge, 2004). 

Existem três tipos principais de CAM, que podem ser identificados como CAM 

clássico, CAM cycling e CAM idling. Enquanto as plantas que apresentam CAM clássico 

possuem as características descritas nas 4 fases acima, as plantas caracterizadas como CAM 

cycling apresentam um comportamento estomático semelhante ao de uma planta C3, mas com 

um pequeno acúmulo noturno de ácido orgânico. Durante o dia, seus estômatos permanecem 

abertos e os ácidos são descarboxilados, liberando CO2 para a enzima Rubisco (Cushman, 

2001; Herrera, 2009). No caso das plantas CAM idling, os estômatos permanecem fechados 

praticamente durante 24 horas e apresentam acidificação pela síntese noturna de ácidos 

orgânicos por meio da refixação do CO2 respiratório. Esse tipo de CAM se expressa, 

geralmente, em condições ambientais muito estressantes (Borland et al. 2011). 

Uma das espécies que apresenta facultatividade fotossintética, podendo transitar 

entre C3-CAM em diferentes condições ambientais, é a bromélia Guzmania monostachia (L.) 

Rusby ex Mez. Essa espécie pode ser encontrada no nordeste do Brasil, com maiores registros 

no Ceará e Pernambuco (Martinelli, 2008). Durante o seu crescimento a G. monostachia pode 

mudar sua morfologia, desenvolvendo um tanque formado pela sobreposição das bases 

foliares na fase adulta (Freschi et al. 2010). 

Segundo Freschi et al. (2010), as folhas dessa espécie podem ser divididas em 

diferentes porções: apical, mediana e basal, as quais apresentam algumas adaptações morfo-

fisiológicas distintas, permitindo a elas desempenharem diferentes funções, sendo essas muito 

imporatntes para a sobrevivência da mesma em diversos ambientes. Enquanto o ápice de suas 

folhas tem maior concentração de estômatos, clorofilas e carotenóides, possuindo maior 

capacidade de expressão do CAM, sua base foliar apresenta maior espessura de hidrênquima, 
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menor expressão do CAM e maior concentração de tricomas absorventes que ficam em 

contato direto com a solução do tanque. 

Segundo Pereira et al. (2018), em pesquisa que averiguou o efeito de formas de 

nitrogênio (nitrato e amônio) sobre a modulação da intensidade do CAM em escassez hídrica 

(utilização de PEG), foi encontrado que folhas destacadas de G. monostachia tiveram maior 

expressão do CAM quando  cultivadas na presença exclusiva de amônio (5,0 mM total de N), 

comparativamente aos outros tratamentos (nitrato ou nitrato de amônio). Esses autores 

observaram que o amônio estimula o transporte de ácido málico para o vacúolo através da 

ação do transportador ALMT9, fazendo com que o CAM seja mais pronunciado. Em 

contrapartida, quando o nitrato foi disponibilizado na mesma concentração do amônio (5 mM 

de N), a intensidade do CAM foi reduzida e o conteúdo relativo de água na parte apical foi 

aumentado. Segundo Ota (1988a), o nitrato é conhecido por inibir a atividade da enzima V-

ATPase, que juntamente com a V-PPiase são responsáveis pelo transporte de ácidos orgânicos 

para o vacúolo e pela saída de prótons dessa organela. Entretanto, não há estudos mostrando o 

efeito negativo do nitrato sobre a indução do CAM em plantas facultativas, como na bromélia 

G. monostachia. Assim, algumas questões surgiram: estaria a absorção de nitrato 

influenciando a aquisição de outros nutrientes fazendo com que houvesse mudanças no perfil 

metabólico das folhas?  O K
+
 poderia estar sendo absorvido conjuntamente como o NO3

-
 

influenciando, por exemplo, o abaixamento do potencial osmótico e a acumulação de água 

nos tecidos foliares, o que causaria um atraso ou uma inibição do CAM quando as plantas 

fossem submetidas à escassez hídrica?  

Segundo observações de Rubio et al. (2014), a nutrição com nitrato pode 

intensificar a absorção líquida de potássio, visando ao equilíbrio de cargas dentro da célula. 

Assim, o fornecimento de NO3
-
 poderia regular a expressão de genes transportadores de K

+
 

em algumas espécies, ocorrendo uma coregulação no transporte e equilíbrio entre NO3
-
 e K

+
 

(Wang et al, 2012; Rubio et al, 2014). 

Logo, se a absorção de nitrato estiver associada à de potássio em G. monotachia, 

as plantas com maiores concentrações de NO3
-
 no tanque teriam incrementos significativos de 

potássio endógeno. A absorção conjunta desses nutrientes permitiria o ajuste osmótico das 

plantas, acarretando a redução do potencial hídrico e favorecendo a absorção de água a partir 

do tanque ou sua manutenção nas células foliares. Assim, como consequência de um melhor 
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status hídrico, mesmo após a aplicação de 7 dias de escassez de água, haveria um atraso ou até 

mesmo uma certa inibição da passagem do metabolismo C3 para o CAM. 

 

Justificativa e relevância do tema 

Uma vez que o mau uso das fontes hídricas é causado principalmente pela 

utilização de métodos de irrigação inadequados (Tundisi, 2003), juntamente com uso 

excessivo de fertilizantes aplicados em plantações, onde grande parte é lixiviado poluindo rios 

e oceanos (Garnett et al. 2015), e que, regiões desérticas  e semiáridas estão aumentando com 

as mudanças climáticas globais (Cushman & Borland 2002),  tornam-se cruciais os estudos 

básicos em plantas, como G. monostachia, que apresentam modulações da expressão do CAM 

em função da escassez hídrica e de diferentes fontes de N. Pois entender os mecanismos de 

atuação dos nutrientes pode facilitar, futuramente, o desenvolvimento de novas estratégias 

biotecnológicas, por meio da bioengenharia, as quais permitam a obtenção de plantas mais 

tolerantes à deficiência hídrica. Assim, estudos fisiológicos e moleculares acerca da interação 

dos nutrientes, como, por exemplo, nitrogênio e potássio, e seus efeitos na modulação do 

status hídrico e do perfil metabólico das plantas, além da indução do CAM, são de suma 

importância para a Ciência Vegetal. 
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Objetivos 

 

O presente trabalho teve como objetivos: 1) caracterizar mudanças no perfil 

metabólico e no status hídrico das folhas, comparando-se as porções apical e basal, de plantas 

de Guzmania monostachia que foram cultivadas na presença de nitrato (0,05 ou 2,5mM N 

total), previamente à aplicação do estresse hídrico; 2) compreender a influência do nitrato 

sobre a indução do CAM nos ápices foliares.   
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Material e Métodos 

 

Para a realização desse experimental foram utilizadas bromélias epífitas da 

espécie Guzmania monostachia (L.) Rusby ex Mez. adultas, com aproximadamente 3 anos de 

idade, com tanque completamente desenvolvido e cultivadas em casa de vegetação no 

fitotério do Departamento de Botânica do Instituto de Biociências da USP. As bromélias 

foram cultivadas em casa de vegetação (Fig. 1) onde estavam submetidas a regas regulares e 

padronizada por aspersores e tiveram fornecimento de nutrientes a cada 15 dias com aplicação 

de solução nutritiva, uma a uma, dentro do tanque.  

 

Figura 1: Bromélias da espécie Guzmania monostachia em cultivo em casa de vegetação no 

fitotério do Departamento de Botânica do Instituto de Biocências da USP.  

 

Aclimatação em câmara de crescimento 

Um mês antes do início dos experimentos as plantas foram transferidas para a 

câmara de crescimento (fitotron) para aclimatação e a fim de se esgotar, pelo menos em parte, 

o conteúdo de nitrogênio endógeno. Elas permaneceram sob condições controladas de 

temperatura (25 ± 2°C durante o período claro e 22 ± 2°C durante o período escuro), 
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luminosidade (170 a 200 μmol m
-2

 s
-1

), umidade relativa do ar (60% durante o período claro e 

70% durante o período escuro) e fotoperíodo de 12 horas (Imagem – 2). As bromélias foram 

regadas diariamente com 30 mL de água destilada nos tanques durante todo o período de 

aclimatação, não havendo fornecimento algum de nutrientes.  

 

Figura 2: Plantas de Guzmania monostachia em período de aclimatação dentro da câmara de 

crescimento.  

 

Delineamento experimental 

As bromélias após a aclimatação foram submetidas a dois tratamentos 

nutricionais, recebendo soluções nutritivas em seus tanques. Essas foram compostas por 

macronutrientes (metade da concentração) da formulação de Knudson (1946) e por 

micronutrientes de Murashige & Skoog (1962). Além disso, houve modificação com relação 

às concentrações de nitrogênio (N). Esse nutriente foi oferecido na forma exclusiva de nitrato 

de cálcio em duas concentrações: uma muito baixa, representando um possível controle sem 

nitrogênio - 0,05 mM de N total - e outra com boa disponibilidade de nitrato - 2,5mM N total. 

O sal CaSO4 foi utilizado para repor os íons de SO4- que foram removidos de cada uma das 

soluções pela retirada do (NH4)2SO4 e o Ca
2+

 foi balanceado com a adição de CaCO3 em um 

dos tratamentos (Tabela 1). Cada bromélia recebeu no tanque 30 ml de solução nutritiva com 

diferentes concentrações de nitrato de cálcio. Após 30 dias com regas diárias, as plantas foram 

submetidas à restrição hídrica por sete dias. Foi criado um segundo controle que recebeu rega 

normal com água durante os mesmos sete dias. O tratamento com restrição hídrica visou 

estimular passagem da fotossíntese C3 para CAM (Figura 3). 
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Figura 3. Esquema ilustrativo do conjunto experimental, mostrando temporalmente as 

diferentes etapas de cultivo e os parâmetros escolhidos para as análises.  

 

Tabela 1. Formulações das soluções nutritivas empregadas nos tratamentos com nitrato 

reduzido ou com boa suplementação de nitrato, como única forma de N. 

 

 

Coleta do material vegetal 

Após 7 dias de estresse hídrico, foram coletadas das bromélias as folhas do oitavo 

ao décimo segundo nó (Fig. 4), utilizando-se as porções basais e apicais (com 

aproximadamente 5 cm de comprimento) para as análises fisiológicas e de expressão gênica. 

Nos ensaios que se seguiram, foram quantificadas as concentrações endógenas de potássio, 

nitrato, amônio e cálcio. Também foram analisados o potencial osmótico, conteúdo relativo de 

água, concentração de prolina, condutividade relativa, atividade da enzima PEPC, 

quantificação de malato, acidez titulável e a expressão do gene PEPC1. 
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Figura 4: Folhas retiradas da bromélia Guzmania monostachia após a planta ser submetida a 

7 dias de escassez hídrica. Foram usadas apenas as do oitavo ao décimo segundo nó no 

experimental. 

 

Análises Bioquímicas 

Análise da concentração endógena de nutrientes 

As análises dos nutrientes foram realizadas a partir das massas das partes apical e 

basal das folhas de cada tratamento. Os teores de nitrato, amônio, potássio e cálcio foram 

determinados em quadruplicatas de 8,0 g de massa fresca maceradas em N líquido e 

liofilizadas, segundo metodologia descrita por Malavolta et al. (1997), no Laboratório de 

Análises Agrícolas Ribersolo em Ribeirão Preto/SP. 

 

Análise de potencial osmótico 

Para a determinação do potencial osmótico (Ψs), as amostras foram colhidas ao 

amanhecer (1h após o início da iluminação) conforme descrito por Vieira et al. (2017). Foi 

preciso retirar seiva das duas porções foliares (base e ápice) de cada amostra. Isso foi feito 

com auxílio de dois ependorffs; no primeiro com volume de 0,6g foi feito um furo no fundo 

com agulha, colocando-se dentro 300 mg de amostra fresca que anteriormente fora macerada 

em N líquido. Esse primeiro ependorff foi posto dentro de um segundo ependorff maior (de 
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1,2g), sendo levados à centrifuga a 13.000 rmp, durante 5 min em temperatura ambiente. 

Logo após essa centrifugação, a seiva que estava dentro no primeiro ependorff passou para o 

outro maior através do furo. A seiva foi analisada no osmômetro de pressão de vapor - modelo 

VAPRO 5520 (Wescor, Logan, UT, EUA) - do laboratório de Fisiologia e Bioquímica de 

Plantas do Instituto de Botânica de São Paulo. A osmolaridade foi medida em mmol kg
-1

 e 

transformada em MPa, usando a equação de Van'tHoff (Santa-Cruz et al. 2002).  

 

Determinação de prolina 

Na determinação do teor endógeno de prolina usou-se um protocolo adaptado de 

Carillo et al. (2011) para a espécie G. monostachia. Para tanto, foram coletadas as porções 

apicais e basais das folhas das bromélias experimentais. Pesaram-se 300 mg de massa fresca 

de cada amostra (N=4), sendo maceradas em nitrogênio líquido. Após a maceração, foi 

adicionado a cada amostra 1 mL de uma solução contendo etanol:água (40:60 v/v), sendo 

agitada em vórtex, durante um minuto para homogeneização. Posteriormente, as amostras 

foram mantidas em geladeira durante 24 h para completar a extração. Para fazer o processo de 

reação, foi preparada uma solução mix contendo ninidrina 1% (v/v), diluída em ácido acético 

60% (v/v) e etanol 20% (v/v). Em tubos com tampa de rosca de 1,5 mL foi adicionado 0,1 mL 

da solução que foi extraída da amostra para cada 0,2 mL da solução mix. Em seguida, os 

tubos foram fechados para serem novamente agitados em vórtex e, posteriormente, levados 

em banho-maria durante 20 minutos a 95°C. Após isso, os tubos foram resfriados até 

temperatura ambiente e 100 μL dessa solução final foram transferidos para os poços de 

microplacas.  A leitura foi feita a 520 nm em leitor de microplacas. Para fazer a comparação 

da quantidade de prolina nas amostras, uma curva de L-prolina foi feita em etanol:água (40:60 

v/v) sendo que o ponto mais baixo da curva tinha a concentração de 0,005 mM e o maior 

ponto 0.4 mM. A quantidade de prolina no material foi determinada em μmol g
-1

 (MF). 

 

Condutividade relativa 

A condutividade relativa foi feita a partir do protocolo de Prasil & Zamecnık 

(1998). Para essa análise foram cortados 120 discos de 5 mm de diâmetro da porção apical das 
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bromélias experimentais por tratamento. Os discos foram, então, colocados em água ultra-

pura e secos levemente com papel toalha para remoção dos eletrólitos das células externas que 

podem ter sido danificadas pelo corte. Os discos foram colocados em tubos do tipo Falcon de 

50 mL, contendo 10 discos em cada, com um total de 12 tubos por tratamento. 

Posteriormente, foram adicionados 20 mL de água ultra-pura em 4 tubos de cada tratamento e 

colocado o sensor do condutivímetro no interior dos mesmos imediatamente após a adição da 

água, a fim de medir o tempo que o aparelho levou para estabilizar a variação da medida, em 

relação à perda de eletrólitos ocorrida em cada tubo. Esses tubos foram usados como medidas-

controle de cada tratamento. Quando a saída de eletrólitos estabilizou e os valores pararam de 

variar, foram feitas as medidas no leitor do condutivímetro, sendo anotado o tempo em 

segundos e o valor da condutividade (μS.cm
-1

). 

Nos 4 tubos de cada tratamento foram adicionados 20 mL de água ultra-pura 

fechados e levados ao banho-maria (100°C) por 1 hora. Posteriormente, os tubos foram 

retirados do banho-maria e deixados resfriar em temperatura ambiente. Logo após, os tubos 

foram abertos para ser feita uma nova leitura.  

Para a quantificação da condutividade relativa aseguinte equação foi usada após a 

obtenção dos dados: R0 (%) = 100*(L0/L0M), onde RO= é a condutividade relativa de cada 

amostra em temperatura ambiente; LOM = condutividade específica de cada amostra após a 

fervura e LO= condutividade específica de cada amostra em temperatura ambiente. 

  

Análise de conteúdo relativo de água  

O conteúdo relativo de água (CRA) foi determinado conforme Weatherley (1950). 

Foram coletados dez discos de 0,50 cm
2
 das duas porções foliares (ápice e base) de cada 

amostra. A massa fresca (MF) foi determinada imediatamente depois que os discos foram 

coletados. A massa túrgida (MT) foi obtida com a imersão dos discos em água destilada 

durante 24 h e a massa seca (MS) foi medida após 48 h de secagem a 65 °C. O conteúdo 

relativo de água foi determinado pela equação: CRA = [(MF - MS) / (MT - MS)] × 100. 

 

Análise de acidez titulável 
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Para análise de acidez titulável foi utilizado o protocolo descrito por Matiz et al. 

(2013), sendo coletadas somente as porções apicais das folhas das bromélias experimentais, 

sendo maceradas em nitrogênio líquido. Para fazer a extração dos ácidos orgânicos, foi 

preparada uma solução que continha metanol/clorofórmio/água (12/5/1, v/v/v), da qual se 

utilizaram 500 µL para cada 100 mg (massa fresca) de amostras biológicas, as quais foram 

agitadas no vortex durante um minuto em microtubos de 1,5 µL . Após a homogeneização, 

foram colocadas em banho seco durante 30 minutos a 60°C. Posteriormente, foram 

adicionados 500 µL de água ultra-pura no mesmo microtubo, seguido de centrifugação por 10 

minutos a 16000 g. Ao término do processo de extração, foi coletado o sobrenadante. Para 

quantificação dos ácidos foi usada uma placa de microtitulação, onde se colocaram em cada 

pocinho 100µL de uma solução de fenolftaleína (100mg/10mL de etanol), como indicador de 

pH, e adiconados nos primeiros poçinhos da placa 100µL de NaOH em concentrações 

decrescentes sendo que o maior ponto da curva tinha a concentração de 350 µL  e o menor 25 

µL para formação de uma curva para comparação. Após, foi adicionado 100 µL do extrato, 

sendo observada a diferença de coloração. O pocinho que apresentou o ponto de virada, 

representado pelo pocinho que passou de incolor para rosa, mostrou a quantidade necessária 

de NaOH para neutralizar os íons H
+
 presentes na amostra, indicando o nível de acidez das 

mesmas.  

 

Ensaio da atividade da enzima PEPC  

Foi determinada a atividade da enzima fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) 

segundo o protocolo descrito por Nievola et al. (2005) e ajustado para G. monostachia 

conforme Freschi et al. (2010b). Para essa análise foram usados 0,5g de massa fresca dos 

ápices sendo macerada em nitrogênio líquido e em seguida imersa em tampão de extração (pH 

8,0), contendo 200 mM de Tris-HCl, 10 mM cloreto de magnésio (MgCl2), 5 mM de 

ditiotreitol (DTT), 1 mM de ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 0,5 % (m/v) de 

albumina bovina (BSA) e 10 % (v/v) de glicerol para serem centrifugadas a 15.000 rpm por 2 

minutos a 4 ºC. O sobrenadante resultante foi coletado e utilizado nos ensaios enzimáticos. A 

reação foi feita a 30 
o
C em 2 ml de meio de reação contendo 50 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM 

DTT, 10 mM MgCl2, 100 mM bicarbonato de sódio (NaHCO3), 20 mM nicotinamida-

adenina-dinucleotídeo (NADH) e 3 mM fosfoenolpiruvato (PEP). A atividade enzimática foi 
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baseada no consumo de NADH em (mmol min -
1
 g-

1
), sendo quantificada em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de340 nm. 

Quantificação de malato 

Para quantificar o malato, amostras com 0,3 g de massa fresca dos ápices das 

folhas de G. monostachia foram maceradas em nitrogênio líquido e transferidas para 

microtubos de 1,5 mL. Após isso, foi adicionado 0,5 mL de metanol, clorofórmio e água na 

proporção de 12:5:1. As amostras foram agitadas em vortex durante 3 minutos, permanecendo 

em banho-maria a 60 ºC por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 500 µL de água 

ultrapurificada às amostras e o material foi centrifugado a 16.000 g durante 10 minutos. Os 

sobrenadantes foram coletados, transferidos para microtubos que foram estocados em freezer 

a -20 °C. Para a derivatização dos ácidos orgânicos, foram utilizados 100 µL do extrato, sendo 

colocados em um frasco apropriado para cromatografia a gás com detector de massa (GC-MS 

da sigla em inglês). Em seguida, as amostras foram secas sob vácuo, sendo acrescidas de 50 

µL de piridina e do derivatizante N-tert-butyldimethylsilyl-N-methyltrifluoroacetamida 

(MTBSTFA). O material foi incubado por uma hora a 90 ºC em estufa. Por fim, as amostras 

foram analisadas em GC-MS, injetando 1µL de amostra, com ajuste da rampa de temperatura 

de 100 a 300 ºC, a 6 ºC por minuto e mantido a 300 ºC por mais 10 minutos. A unidade dessa 

medida foi expressa em µmol de malato.g
-1

MS. 

 

Análises da expressão gênica 

Foi realizada a expressão do gene que codifica para a enzima fosfoenolpiruvato 

carboxilase específica do (PEPC1) específica do CAM por meio da técnica de RT-qPCR. O 

RNA total foi extraído com Trizol® (Invitrogen®). O cDNA foi sintetizado com o kit 

SuperScriptFirst-StrandSynthesis System paraRT-PCR (Invitrogen®). A reação de PCR foi 

realizada no aparelho StepOnePlusTM PCR Real Time (AppliedBiosystems®) e os produtos 

foram detectados com oSYBR® Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems®). Todos os 

passos foram realizados segundo as especificações dos fabricantes. 

 

Análises estatísticas 
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Os resultados obtidos em relação às análises de conteúdo relativo de água das 

plantas, condutividade específica, potencial osmótico, concentrações endógenas de nutrientes, 

quantificação de prolina, acúmulo noturno de malato, acidez titulável e atividade da enzima 

PEPC e de expressão gênica foram comparados a partir de uma Análise de Variância 

(ANOVA). O teste a posteriori de Tukey HSD foi utilizado para comparações de pares. As 

análises foram feitas utilizando-se o software IBM SPSS Statistics 20 (2018).  
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Resultados 

 

Conteúdo relativo de água 

De acordo com o resultado obtido de conteúdo relativo de água, as bases foliares 

de Guzmania monostachia mantiveram um maior conteúdo hídrico quando submetidas à 

deficiência hídrica se comparado ao ápice sob o mesmo tratamento (Figura 5). As bases 

foliares sob restrição hídrica e que receberam 0,05mM de N apresentaram menor conteúdo 

relativo de água em relação às plantas hidratadas, não havendo diferenças do conteúdo hídrico 

entre as plantas das distintas condições hídricas e que receberam 2,5mM de N. Já o ápice 

foliar teve aproximadamente 40% menos conteúdo hídrico, no tratamento de deficiência 

hídrica, se comparado com a base, sendo que o as plantas que receberam 0,05mM de N 

apresentaram diferenças significativas com maiores conteúdos hídricos em condição de 

restrição hídrica se comparado às plantas nutridas com 2,5mM de N também em restrição 

hídrica no ápice (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Conteúdo relativo de água das bases e ápices foliares de Guzmania monostachia 

que receberam diferentes concentrações de nitrato como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 

mM de N total) e posteriormente receberam água por sete dias (controle) ou foram submetidas 

à deficiência hídrica pelo mesmo período. As barras indicam médias e erro padrão. Letras 

maiúsculas indicam diferenças estatísticas entre base e ápice nas mesmas concentrações de N 
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disponibilizadas nas bromélias controle; letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

entre base e ápice nas mesmas concentrações de N disponibilizadas quando as plantas foram 

submetidas ao déficit hídrico; asterisco indica diferenças estatísticas entre plantas bem 

hidratadas e sob deficiência hídrica na mesma porção foliar e os colchetes com asterisco, 

indicam diferenças estatísticas entre diferentes tratamentos nutricionais em restrição hídrica 

na mesma porção foliar (ANOVA/Tukey HSD post-hoctest, α = 0.06).   

 

Condutividade específica 

As plantas que foram submetidas à deficiência hídrica tiveram sua condutividade 

específica aumentada em aproximadamente duas vezes em relação às plantas controle. 

Observaram-se também diferenças nos resultados relativos às distintas concentrações de N 

oferecidas, sendo que a maior condutividade específica foi encontrada na concentração de 

0,05mM de N total em comparação a 2,5mM, sempre sob deficiência hídrica (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Condutividade específica dos ápices foliares de Guzmania monostachia que 

receberam diferentes concentrações de nitrato como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 mM 

de N total) e posteriormente receberam água por sete dias (controle) ou foram submetidas à 

deficiência hídrica pelo mesmo período. As barras indicam médias e erro padrão. Letras 

maiúsculas indicam diferenças estatísticas entre ápices em distintas concentrações de N 

disponibilizadas nas bromélias controle; letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

entre ápices em distintas concentrações de N disponibilizadas quando as plantas foram 
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submetidas ao déficit hídrico e asterisco indica diferenças estatísticas entre plantas bem 

hidratadas e sob deficiência hídrica na mesma porção foliar (ANOVA/Tukey HSD post-

hoctest, α = 0.06).   

 

Potencial osmótico 

O potencial osmótico das bromélias foi mais negativo nos ápices foliares em 

relação às bases em restrição hídrica (Figura 7). Foi evidenciado que, nas bases das folhas, o 

potencial osmótico não diferiu em relação ao controle bem hidratado e também não houve 

diferença entre as distintas concentrações de N oferecidas.  

Já nos ápices foliares houve diferenças em relação ao potencial osmótico nas 

plantas em restrição hídrica, as quais apresentaram valores mais negativos se comparados com 

os dos ápices bem hidratados, sendo que as plantas que receberam 2,5mM total de N 

diminuíram significativamente seus valores de potencial osmótico em comparação com 

0,05mM de N. (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Potencial osmótico das bases e ápices foliares de Guzmania monostachia que 

receberam diferentes concentrações de nitrato como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 mM 

de N total) e posteriormente receberam água por sete dias (controle) ou foram submetidas à 

deficiência hídrica pelo mesmo período. As barras indicam médias e erro padrão. Letras 

maiúsculas indicam diferenças estatísticas entre base e ápice nas mesmas concentrações de N 
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disponibilizadas nas bromélias controle; letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

entre base e ápice nas mesmas concentrações de N disponibilizadas quando as plantas foram 

submetidas ao déficit hídrico; asterisco indica diferenças estatísticas entre plantas bem 

hidratadas e sob deficiência hídrica na mesma porção foliar e os colchetes com asterisco, 

indicam diferenças estatísticas entre diferentes tratamentos nutricionais em restrição hídrica 

na mesma porção foliar (ANOVA/Tukey HSD post-hoctest, α = 0.06).  

 

Concentração endógena de nutrientes 

As concentrações endógenas de nitrato nos ápices e bases foliares diminuíram, de 

forma geral, com a deficiência hídrica (Figura 8A). Foi evidenciada a redução na 

concentração de nitrato nas bases foliares das plantas submetidas à deficiência hídrica em 

relação ao controle na concentração de 0,05mM de N total, o que não foi observado quando as 

plantas receberam 2,5 mM. Da mesma forma, as plantas nutridas com 2,5mM de N total em 

restrição hídrica tiveram concentrações significativamente maiores de nitrato em relação às 

plantas nutridas com 0,05mM de N total também em restrição hídrica na porção basal (Figura 

8A). Em relação ao ápice, houve diminuição da concentração de nitrato em restrição hídrica 

se comparado ao controle; com maior acúmulo desse nutriente na concentração oferecida de 

2,5mM de N total em comparação a 0,05mM nas plantas hidratadas (Figura 8A).  

Em relação ao potássio, um dos nutrientes mais relacionados com o ajuste 

osmótico, foi evidenciado um maior acúmulo desse nutriente nas bases foliares em relação ao 

ápice, independente das concentrações de N oferecidas (0,05mM ou 2,5mM de N total) 

(Figura 8B). Quando as bromélias foram submetidas à restrição hídrica, a concentração de 

potássio nas bases foi, aproximadamente, 43% maior em relação ao ápice foliar. Na 

concentração de 0,05mM de N total, houve maior concentração de potássio tanto nas bases 

quanto nos ápices sob deficiência hídrica em relação ao controle bem hidratado. Além disso, 

as plantas que receberam 2,5mM de N total em restrição hídrica também apresentaram maior 

conteúdo de potássio na base em relação ao controle hidratado. Já no ápice foliar, a 

concentração disponibilizada de 2,5mM de N total não mostrou diferença em comparação 

com o material hidratado ou com a concentração de 0,05mM de N total disponibilizada. 

(Figura 8B).  
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A concentração do macronutriente cálcio teve maior acúmulo nas bases foliares 

sob restrição hídrica independente das concentrações de N oferecidas comparando-se com o 

controle bem hidratado (Figura 8C). As bases apresentaram um aumento no acúmulo de 

cálcio de, aproximadamente, 31,3% em relação aos ápices foliares em deficiência hídrica. 

Assim como, as bases foliares que receberam 2,5mM de N total em restrição hídrica 

apresentaram aumentos significativos no acúmulo de cálcio em relação à concentração 

disponibilizada de 0,05mM de N total.  Já no ápice foliar, apenas na concentração de 0,05mM 

de N total é que houve diferença significativa no maior nível de cálcio nas plantas sob 

deficiência hídrica em relação ao controle bem hidratado. Já quando se comparou as duas 

concentrações de N sob escassez hídrica, as plantas que receberam 0,05mM N total 

mostraram teores significativamente maiores de cálcio (Figura 8C).       

Em relação ao conteúdo de amônio, as bases e ápices das bromélias não diferiram, 

mostrando concentrações semelhantes entre as plantas submetidas ao déficit hídrico e 

hidratadas (Figura 8D). Entretanto, os ápices foliares das bromélias sob restrição hídrica e que 

receberam 2,5mM de N total mostraram teores mais elevados de NH4
+
 em relação ao controle 

hidratado e também apresentaram um aumento significativo em relação à concentração de 

0,05mM de N total em restrição hídrica (Figura 8D). 

 

  

A) B) 
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Figura 8. Concentrações endógenas de nitrato (A), potássio (B), cálcio (C) e amônio (D) nas 

bases e ápices foliares de Guzmania monostachia que receberam diferentes concentrações de 

nitrato como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 mM de N total) e posteriormente 

receberam água por sete dias (controle) ou foram submetidas à deficiência hídrica pelo 

mesmo período. As barras indicam médias e erro padrão. Letras maiúsculas indicam 

diferenças estatísticas entre base e ápice nas mesmas concentrações de N disponibilizadas nas 

bromélias controle; letras minúsculas indicam diferenças estatísticas entre base e ápice nas 

mesmas concentrações de N disponibilizadas quando as plantas foram submetidas ao déficit 

hídrico; asterisco indica diferenças estatísticas entre plantas bem hidratadas e sob deficiência 

hídrica na mesma porção foliar e os colchetes com asterisco, indicam diferenças estatísticas 

entre diferentes tratamentos nutricionais em restrição hídrica na mesma porção foliar 

(ANOVA/Tukey HSD post-hoctest, α = 0.06). 

 

Quantificação de prolina 

As bases e ápices foliares das bromélias mostraram comportamentos diferentes no 

que tange ao conteúdo de prolina em restrição hídrica na concentração de 0,05mM de N total 

(Figura 9). As bases foliares tiveram os maiores conteúdos de prolina sob deficiência hídrica 

na concentração de 0,05mM de N total em relação ao ápice em restrição hídrica e também em 

relação às bases foliares que receberam 2,5mM de N total em restrição hídrica com uma 

diminuição significativa de prolina nessa concentração. Do mesmo modo, houve aumento no 

conteúdo de prolina nos ápices foliares em deficiência hídrica na concentração de 0,05mM de 

N total disponibilizada se comparada ao controle bem hidratado (Figura 9). 

 

C) D) 
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Figura 9. Quantificação de prolina das bases e ápices foliares de Guzmania monostachia que 

receberam diferentes concentrações de nitrato como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 mM 

de N total) e posteriormente receberam água por sete dias (controle) ou foram submetidas à 

deficiência hídrica pelo mesmo período. As barras indicam médias e erro padrão. Letras 

maiúsculas indicam diferenças estatísticas entre base e ápice nas mesmas concentrações de N 

disponibilizadas nas bromélias controle; letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

entre base e ápice nas mesmas concentrações de N disponibilizadas quando as plantas foram 

submetidas ao déficit hídrico; asterisco indica diferenças estatísticas entre plantas bem 

hidratadas e sob deficiência hídrica na mesma porção foliar e os colchetes com asterisco, 

indicam diferenças estatísticas entre diferentes tratamentos nutricionais em restrição hídrica 

na mesma porção foliar (ANOVA/Tukey HSD post-hoctest, α = 0.06). 

 

Acúmulo noturno de malato, acidez titulável e atividade da enzima PEPc  

As bromélias submetidas ao tratamento de deficiência hídrica apresentaram 

aumento do acúmulo noturno de malato e do delta de acidez nos ápices foliares quando foram 

nutridas com 2,5mM de N total em relação à condição hidratada (Figura 10A, 10B). Já a 

atividade da enzima PEPC apresentou aumento na sua atividade quando as bromélias 

receberam 0,05mM de N total em deficiência hídrica se comparado ao controle bem-hidratado 

(Figura 10C). 

O acúmulo noturno de malato dos ápices foliares apresentou um aumento nas duas 

concentrações oferecidas de N total (0,05mM e 2,5mM) em deficiência hídrica se comparado 



31 

 

ao controle bem hidratado (Figura 10A). Da mesma forma, a concentração disponibilizada de 

2,5mM de N total apresentou aumento significativo no acúmulo de noturno de malato em 

plantas sob deficiência hídrica em comparação com 0,05mM N também em deficiência 

hídrica.Do mesmo modo, a acidez titulável teve um aumento de 68,5% na concentração de 

2,5mM de N total no tratamento de deficiência hídrica se comparado com o controle bem-

hidratado (Figura 10A). 

O delta de acidez dos ápices foliares apresentou um aumento na concentração 

oferecida de 2,5mM de N total em restrição hídrica em relação à mesma concentração em 

disponibilidade hídrica, não havendo diferença entre as duas concentrações disponibilizadas 

de N em restrição hídrica (Figura 10B).  

A atividade da enzima PEPc das bromélias em deficiência hídrica e na 

concentração de 0,05mM de N total resultou em um aumento de 40,8% em relação ao 

controle bem hidratado na mesma concentração de N disponibilizada. Já entre as distintas 

concentrações oferecidas de N em restrição hídrica não houve diferenças significativas 

(Figura 10C) 

 

A) 
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Figura 10. Acúmulo de malato (A), acidez noturna (B) e atividade da enzima PEPC (C) nos 

ápices foliares de Guzmania monostachia que receberam diferentes concentrações de nitrato 

como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 mM de N total) e posteriormente receberam água 

por sete dias (controle) ou foram submetidas à deficiência hídrica pelo mesmo período. As 

barras indicam médias e erro padrão. Letras maiúsculas indicam diferenças estatísticas entre 

os ápices nas distintas concentrações de N disponibilizadas nas bromélias controle; letras 

minúsculas indicam diferenças estatísticas entre os ápices nas distintas concentrações de N 

disponibilizadas quando as plantas foram submetidas ao déficit hídrico e asterisco indica 

diferenças estatísticas entre plantas bem hidratadas e sob deficiência hídrica na mesma porção 

foliar (ANOVA/Tukey HSD post-hoctest, α = 0.05).   

 

 

 

 

 

 

B) 

C) 
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Expressão gênica:  PEPC1 

O resultado de expressão do gene PEPC1 dos ápices das bromélias não variou 

com as diferentes concentrações oferecidas de N total, bem como, não diferiu nas plantas em 

deficiência hídrica e controle (Figura 11). 

 

Figura 11. Expressão do gene PEPC1 dos ápices foliares de Guzmania monostachia que 

receberam diferentes concentrações de nitrato como fonte exclusiva de N (0,05 mM e 2,5 mM 

de N total) e posteriormente receberam água por sete dias (controle) ou foram submetidas à 

deficiência hídrica pelo mesmo período. As barras indicam médias e erro padrão. Letras 

maiúsculas indicam diferenças estatísticas entre os ápices nas distintas concentrações de N 

disponibilizadas nas bromélias controle; letras minúsculas indicam diferenças estatísticas 

entre os ápices nas distintas concentrações de N disponibilizadas quando as plantas foram 

submetidas ao déficit hídrico e asterisco indica diferenças estatísticas entre plantas bem 

hidratadas e sob deficiência hídrica na mesma porção foliar (ANOVA/Tukey HSD post-

hoctest, α = 0.05).   
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Discussão 

De maneira interessante, nossa pesquisa revelou que quando as bromélias foram 

submetidas à restrição hídrica a porção foliar que mais acumulou água foi a basal em relação 

ao ápice foliar. Investigações anteriores do nosso grupo submeteram as bromélias à restrição 

hídrica durante 7 ou 21 dias e observaram que o conteúdo relativo de água no ápice era 

sempre maior do que na base. No entanto, as plantas de Guzmania monostachia haviam sido 

cultivadas em outras concentrações e formas de nitrogênio, o que deve ter influenciado sobre 

maneira os resultados previamente obtidos. Foi sugerido que haveria um transporte de água da 

base para o ápice e que manter a água no ápice teria importância para a expressão do CAM 

nessa porção quando as plantas são expostas ao estresse hídrico (Freschi et al. 2010; Freschi 

& Mercier, 2012; Pereira et al. 2018). 

A absorção e condução de água nas plantas podem ser determinadas pela 

condutância radial, ou seja, a absorção e condução de água que passa radialmente pelas raízes 

em plantas terrestres e, no caso das bromélias epífitas, pela base de suas folhas, já que essas 

adquiriram ao longo do tempo algumas das funções das raízes relacionadas à absorção de 

água e nutrientes (Gonçalves et al.  2020). Os tricomas especializados, localizados em maior 

quantidade nas bases foliares, onde ficam em contato direto com a solução contida nos 

tanques das bromélias, exercem importante função em absorver e conduzir radialmente a água 

para dentro das folhas (Steudle & Peterson, 1998).  

Mas, para a água ser conduzida nas plantas terrestres, primeiramente ela tem que 

ser absorvida pelas raízes, que têm um papel crucial na percepção de disponibilidade de água, 

que, uma vez restringida, pode acarretar estresse hídrico caso não haja reposição da mesma 

(Pereira & Chaves, 1993). Segundo Aroca & Ruiz-Lozano (2012) e Sade & Moshelion 

(2017), durante o estresse hídrico, tanto a condução de água pelas raízes quanto pelas folhas 

são afetados nas plantas vasculares. Uma das estratégias mais comuns e eficientes para perder 

menor quantidade de água para o ambiente em condições adversas é a suberização e/ou 

lignificação intensificadas das paredes celulares dos tecidos radiculares, causando uma 

diminuição do transporte apoplástico radial. A via apoplástica transporta água e solutos pelos 

espaços intercelulares não encontrando muitos obstáculos até o ponto em que encontram 

barreiras potentes, como a faixa de Caspary, que contém suberina que é depositada 

frequentemente nas lamelas médias do tecido da endoderme (Steudle & Peterson, 1998; Hose 
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et al. 2001). Mudanças na suberização e a lignificação das paredes celulares das raízes são 

conhecidas por aumentarem com a exposição a estresses abióticos, como o osmótico, o 

hídrico e o estresse nutricional. Essa maior deposição de suberina e/ou lignina ajuda na 

melhor eficiência no uso da água pela planta em restrição hídrica (Lux et al. 2004; Kotula et 

al. 2009; Krishnamurthy et al. 2009; Ranathunge et al. 2011; Kreszies et al. 2019).  

Recentemente, Darren et al. (2020) mostraram que há maior ou menor deposição 

de lignina e/ou suberina nas paredes celulares de raízes conforme as plantas foram expostas a 

diferentes condições de disponibilidade hídrica, assim  como, a diferentes concentrações e 

formas  de N. Em plantas que foram nutridas com doses suficientes de nitrato e com  

disponibilidade hídrica adequada houve uma menor deposição dessas substâncias nas paredes 

celulares. No entanto, quando as plantas foram expostas à restrição hídrica, mesmo nutridas 

com doses suficientes de nitrato, houve maior deposição desses compostos hidrofóbicos nas 

paredes celulares, dificultando o transporte apoplástico. Essa deposição foi aumentada quando 

as plantas foram submetidas ao tratamento de restrição hídrica e diminuição da concentração 

de nitrato, evidenciando que não só a deficiência hídrica, mas também a concentração de 

nitrato fornecida influencia na maior deposição de lignina e/ou suberina nas paredes celulares. 

Da mesma forma, quando o amônio foi oferecido em quantidade suficiente, observou-se que 

houve menor deposição, sendo aumentada apenas quando as plantas foram expostas ao 

tratamento de restrição hídrica. De modo intrigante, observou-se que com a diminuição da 

concentração de amônio, houve um aumento da condutividade hidráulica. Assim, foi possível 

verificar que a forma nítrica do N disponibilizada em menores concentrações pode ocasionar 

uma diminuiçãodo transporte de água, enquanto o NH4
+
 em baixas concentrações pode ter um 

efeito contrário, auxiliando no melhor transporte de água. Logo, uma vez que o fluxo de água 

pela via apoplástica pode ser prejudicado por barreiras hidrofóbicas, dependendo da forma e 

concentração de N empregada, o NO3
-
 nas concentrações empregadas nesta pesquisa pode ter 

causado uma diminuição do transporte de água entre a base e o ápice das folhas de G. 

monostachia em restrição hídrica. 

Uma vez que o fluxo de água não consegue prosseguir continuamente pela via 

apoplástica, a condução deve seguir através da via simplástica, que possui grande resistência 

ao movimento da água (Tyerman et al. 1999). Segundo Raven et al. (2010), o caminho 

simplástico transporta água através das membranas celulares e também pelos plasmodesmos, 

que são estreitos filamentos de citoplasma que interligam os protoplastos celulares, formando 
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um contínuo denominado simplasto. Ao longo do transporte percorrido de célula para célula, 

as aquaporinas e os plasmodesmos são responsáveis pela regulação da intensidade do fluxo de 

água e de solutos (Roberts & Oparka, 2003; Ranathunge et al. 2004; Tyerman et al, 2017). 

Quando as plantas estão sob estresse hídrico, ambas as vias de fluxo, apoplástico e 

simplástico, são afetadas (Scoffoni et al. 2011) e as aquaporinas localizadas nas membranas 

plasmáticas podem reduzir a resistência e desempenhar um papel importante na regulação do 

movimento da água fora do xilema, principalmente em condição de estresse hídrico (Javot & 

Maurel, 2002; Buckley, 2015; Gambetta et al. 2017). Foi proposto por alguns pesquisadores 

que as aquaporinas podem ser reguladas por N na forma de NO3
-
, o qual aumentaria a 

condutância hidráulica de raízes por meio de uma regulação positiva das aquaporinas ligadas 

à membrana plasmática (Wilkinson et al. 2007; Cramer et al. 2010). 

 Recentemente, houve progresso significativo no entendimento da regulação da 

condutividade hidráulica de raízes e aquaporinas ligadas à membrana plasmática sob 

diferentes tratamentos de NO3
- 
no modelo Arabidopsis. Mostrou-se que tanto a transcrição dos 

genes de aquaporinas de membrana plasmática do tipo  PIP1;1 , PIP1;2 , PIP2;1 e PIP2;3  

aumentaram, quanto a abundância de proteínas PIP1 e PIP2 incrementaram, melhorando o 

fluxo simplástico de água (Li et al. 2016; Tyerman et al. 2017). Mais recentemente, Darren et 

al. (2020) confirmaram que a condução de água nas plantas pode ser afetada tanto pela forma 

quanto pela concentração de N e destacaram que a espécie vegetal também influencia. Por 

exemplo, em plantas de arroz (Oryza sativa), que têm preferência por amônio, a mudança de 

NH4
+
 para NO3

-
 em seu cultivo resultou em repressão da expressão de certos genes de 

aquaporinas, como: OsPIP1;1 , OsPIP2;3 , OsTIP1;1 e OsTIP2;2 (Tyerman et al. 2017). Em 

outras pesquisas, também com arroz, os resultados evidenciaram que a nutrição com amônio 

aumentou a tolerância à seca das plantas quando comparada com a nutrição com nitrato (Guo 

et al. 2007; Li et al. 2009). Além disso, o N na forma de NH4
+
 aumentou a expressão de 

aquaporinas e também houve uma maior condutividade hídrica nessa espécie (Gao et al. 2010; 

Yang et al. 2012; Ding et al. 2015). 

Assim, sabendo-se que a espécie G. monostachia é semelhante ao arroz em termos 

de preferência por amônio e  uréia (Gonçalves et al. 2020), e por termos oferecido N 

unicamente na forma de NO3
-
 em concentrações menores  àquelas usadas em trabalhos 

anteriores do grupo,  hipotetizamos que houve menor condução de água da base para o ápice 
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foliar na condição de restrição hídrica em função do menor fluxo de água transportado pelas 

aquaporinas para a região apical, acarretando num maior conteúdo relativo de água na porção 

da base foliar em restrição hídrica. 

Os dados obtidos de conteúdo relativo de água podem estar relacionados também 

com a diminuição do potencial osmótico nos ápices foliares, uma vez que a possível 

diminuição do transporte de água para os ápices pode ter gerado um menor potencial 

osmótico. Segundo Souza et al. (2012), o potencial osmótico das plantas é a principal variável 

que influencia na regulação do potencial hídrico. Nossos resultados corroboram com a 

pesquisa de mestrado feita por Mancilha em 2017, que observou diminuição do potencial 

hídrico sob condição de escassez hídrica nos ápices foliares de G. monostachia. 

Segundo Akinci & Lösel (2019), o efeito do estresse hídrico pode causar redução 

do turgor celular, promover o fechamento estomático, diminuir a absorção de CO2 

minimizando a eficiência fotossintética, reduzir a absorção de água e nutrientes pela planta, 

bem como causar danos à integridade das membranas plasmáticas. Com relação à membrana 

plasmática, os dados de condutância específica de G. monostachia são inéditos e evidenciam 

que o vazamento de eletrólitos pode ser consequência de danos ocorridos nessas membranas, 

principalmente na condição de escassez hídrica associada com a deficiência de NO3
-
 (0,05mM 

de N total). A técnica que quantifica danos causados à integridade da membrana já foi usada 

em diversas plantas (Coursolle et al. 2000; Tamura 2000; Vainola e Repo 2000), sendo 

demonstrado que o  vazamento de eletrólitos pode estar relacionadoa  condições ambientais 

estressantes as quais as plantas foram expostas (Garty et al. 2000; Vainola & Repo 2000). 

Os estresses ambientais, tais como, salinidade, radiação UV, metais pesados, 

temperaturas extremas, deficiência nutricional e seca também podem proporcionar o 

desequilíbrio entre a produção e a eliminação de espécies reativas de oxigênio (ROS, da sigla 

em inglês). Esses distúrbios podem levar ao aumento nos níveis intracelulares de ROS que 

podem causar danos significativos às estruturas celulares dos tecidos vegetais (Bhattachrjee, 

2005). As ROS podem ter várias formas como, H2O2 (peróxido de hidrogênio), HO2
-
 

(hidroperoxila), OH* (hidroxila) e  ROOH (hidroperóxidos), que são altamente reativas 

podendo tornarem-se tóxicas, caso suas concentrações não sejam equilibradas, podendo afetar 

muitas funções celulares, danificar e oxidar as proteínas e/ou lipídios. 



38 

 

A peroxidação lipídica pode causar danos irreversíveis, que em última instância, 

pode resultar em morte celular (Foyer & Noctor, 2005). O acúmulo de ROS, induzido por 

estresse, pode ser neutralizado por sistemas antioxidantes enzimáticos variados como, por 

exemplo, através da ação da superóxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APx), 

glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT) e metabólitos 

não enzimáticos de baixo peso molecular, como o ácido ascórbico (ASH), a glutationa (GSH), 

o alfa-tocoferol, carotenóides, flavonóides e também a prolina (Mittler et al. 2004; Chen & 

Dickman, 2004; Gill et al. 2010).   

Entre os danos que podem ser causados pelo desequilíbrio provocados pelas ROS, 

a peroxidação lipídica é um dos principais parâmetros usados para determinar o nível de 

destruição de lipídios das membranas. Os estresses não afetam somente os níveis normais de 

funcionamento celular, mas também podem agravar o estresse oxidativo através da produção 

de radicais derivados de lipídios, danificando as proteínas da membrana plasmática e de 

organelas, aumentando o vazamento de substâncias que normalmente não a atravessam e 

causando desestruturação das membranas celulares de modo geral (Montillet  et al. 2005; 

Garg & Manchanda, 2009). 

Nossa hipótese, então, propõe que o estresse hídrico, ao ser adicionado ao 

nutricional (0,05mM de N total), causou, provavelmente, um maior desequilíbrio entre as 

ROS e o sistema antioxidante de G. monostachia, propiciando um aumento da peroxidação 

dos lipídeos das membranas plasmáticas, danificando a integridade das mesmas e fazendo 

com que  aumentasse o vazamento dos eletrólitos em maior quantidade nos ápices foliares das 

plantas cultivadas em deficiência de N. No entanto, esse efeito pode ter diminuído na 

concentração de 2,5mM de N total pela maior disponibilidade de nitrato que, provavelmente, 

auxiliou na redução da formação de ROS. Yilancioglu et al. (2014) observaram aumento na 

produção de ROS, bem como maior peroxidação lipídica na alga Dunaliella salina sob 

condições limitadas de disponibilidade de nitrogênio. 

Em consonância com a explicação sobre os estresses hídrico e nutricional 

poderem ter aumentado as quantidades de ROS, já foi visto em outras pesquisas que o 

aminoácido prolina é reconhecidamente uma molécula multifuncional, acumulando em altas 

concentrações em resposta a uma variedade de estresses abióticos (Kishor & Sreenivasulu, 
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2014). A prolina pode estar relacionada à melhor estabilização de proteínas das membranas 

celulares em plantas submetidas ao estresse hídrico (Matysik, Alia & Mohanty 2002). 

A prolina, ao ter seu teor endógeno aumentado, pode melhorar a tolerância aos 

estresses abióticos (Saradhi et al. 1995; Hare & Cress, 1997; Siripornadulsil et al. 2002; 

Kishor et al. 2005), por ter funções tanto de osmólito compatível quanto de eliminador de 

ROS,  fornecendo  proteção contra danos causados pela salinidade ou seca (Szabados & 

Savouré 2010; Natarajan et al. 2012). Dependendo da espécie vegetal, severidade e duração 

do estresse, as concentrações de prolina podem atingir o nível de mM, aumentando, portanto, 

várias vezes em relação ao seu teor normal de concentração endógena (Delauney & Verma, 

1993). A prolina pode ser sintetizada na parte aérea e também nas raízes sob condições de 

estresse hídrico, mas também pode ser transportada pelo floema para a raiz por 

transportadores de prolina, como o ProT2. Altas concentrações de prolina já foram 

quantificadas no floema em plantas sob estresse hídrico (Lee et al. 2009).  

 Em relação ao perfil metabólico consonante aos nutrientes: nitrato, amônio, 

potássio e cálcio, foi verificado que as concentrações de NO3
-
 diminuiuram em ambas as 

porções quando as plantas foram expostas à restrição hídrica. A entrada e uso do N pela planta 

envolvem os processos de absorção e assimilação (Huang et al.  2017; Weih et al.  2018). 

Uma vez absorvido, o nitrato pode ser utilizado pela a enzima redutase do nitrato (RN) que 

reduz o NO3 ̄ a nitrito (NO2 ̄). Em seguida, a redutase de nitrito (RNi) reduz esse último a 

NH4
+
. O amônio pode ser, então, incorporado em aminoácidos por duas enzimas, a glutamina 

sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT) (Hachiya et al. 2007). 

De modo interessante, as concentrações endógenas de amônio em restrição hídrica 

foram maiores que as de nitrato nas duas porções foliares de G. monostachia com aumento 

significativo nos ápices das plantas tratadas com a maior disponibilidade de N. A maior 

concentração de amônio pode ser decorrente de uma intensa redução de nitrato a amônio pela 

ação das enzimas RN e RNi na porção basal foliar. Trabalhos do grupo já evidenciaram que 

há um predomínio da atividade da enzima NR nas bases foliares de G. monostachia e, ao 

contrário, uma maior atividade da enzima GS nos ápices foliares. Já o aumento de amônio nos 

ápices das bromélias que foram nutridas com uma maior concentração de nitrato, pode ter 

ocorrido pelo fato da enzima GS ter sofrido algum tipo de restrição provocada pela escassez 
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hídrica, não dando sequência ao ciclo GS/GOGAT e, consequentemente, não formando 

aminoácidos e acúmulando NH4
+
 nos ápices. 

Além da quantificação endógena de N nas formas de NO3
-
 e NH4

+
, foram dosados 

os macronutrientes Ca
2+

 e K
+
. A quantificação endógena de K

+
 em especial foi feita a priori 

para investigar se o N na forma de NO3
- 

poderia auxiliar na maior absorção de K
+
 em G. 

monostachia, como visto por Wang et al. (2012) e Rubio et al. (2014). Esses autores 

observaram que a absorção de nitrato intensificou a captação líquida de potássio, pois o NO3
-
 

funcionou como um carregador móvel de K
+
, durante o transporte e absorção de NO3

-
. Além 

disso, o fornecimento de NO3
-
 poderia regular positivamente a expressão de genes 

transportadores de K
+
 em algumas espécies, o que apoiava fortemente a possibilidade da 

existência de uma coregulação em nível de transporte entre NO3
-
 e K

+
 em G. monostachia.  

Assim, inicialmente, hipotetizamos que uma maior concentração de nitrato 

fornecida às bromélias poderia auxiliar na maior absorção de potássio e que, por sua vez, 

poderia melhorar a eficiência no uso da água de G. monostachia, pois se trata de um nutriente 

com propriedades osmorreguladoras que poderia contribuir no ajuste osmótico em situação de 

restrição hídrica. No entanto, isso não pôde ser confirmado nas condições empregadas e com 

os métodos utilizados, uma vez que nas diferentes concentrações de nitrato oferecidas a 

quantidade endógena de potássio foi semelhante, mesmo em restrição hídrica. 

De maneira interessante, os macronutrientes K
+ 

e Ca
2+

 tiveram maior acúmulo nas 

bases foliares em resposta à restrição hídrica. Esses dois nutrientes exercem papel importante 

como elementos nutricionais osmoticamente ativos que influenciam no ajuste osmótico, 

podendo baixar o potencial osmótico dos tecidos foliares da região basal, onde, 

provavelmente, ocorre a absorção de água e outros nutrientes (Upadhyaya et al. 2011; Shabala 

& Pottosin, 2010).  

Segundo Hadi & Karimi (2012), além do cálcio ter propriedades osmóticas, ele 

também desempenha importante papel em termos estruturais e fisiológicos nas plantas, como 

manter a estabilidade das paredes celulares, membranas celulares e de proteínas de 

membrana. Além disso, há também vários processos fisiológicos e moleculares que são 

mediados por Ca
2+

 nas plantas, incluindo divisão e diferenciação celular, polaridade celular, 

fotomorfogênese, bem como respostas aos estresses e defesa da planta. O cálcio tem 

propriedades únicas e a capacidade universal de transmitir diversos sinais, portanto, serve 
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como um importante mensageiro secundário, podendo desencadear respostas fisiológicas nas 

células após exposição a estímulos ambientais como, por exemplo, as restrições hídrica e 

nutricional. 

Liu et al. (2018) mostraram que a deficiência hídrica ou o estresse osmótico 

podem causar tensões na membrana plasmática, que são detectadas pelas proteínas de 

membrana do tipo OSCA1. Essas se referem a canais de cálcio que permitem a abertura do 

poro e entrada de Ca
2+

 na célula. O aumento da concentração de Ca
2+

 intracelular é 

decodificado e o sinal é transmitido por proteínas sensoras de cálcio, como as proteínas 

semelhantes à calcineurina B (CBLs) e proteínas cinases dependentes de cálcio (CDPKs). As 

CBLs interagem com um grupo específico de proteínas cinases, designadas proteínas cinases 

de interação com CBL (CIPKs) que desempenham funções essenciais (Cheong et al. 2010). 

Umas dessas funções é a ativação da CIPK23 (uma proteína cinase) pelos sensores de cálcio 

CBL1 e CBL2 que auxiliam a CIPK23 a formar o complexo CBL / CIPK23 que, por sua vez, 

fosforila, regula e ativa os transportadores de outros nutrientes na membrana plasmática, 

aumentando o influxo de diversos nutrientes, como K
+
 e NO3

-
 (Behera et al. 2017).  

Foi identificado que as proteínas sensoras de Ca
2+

, CBL1 e CBL9, junto com sua 

cinase de interação, são necessárias para ativação do canal de absorção de K
+
 (AKT1) em 

Arabidopsis (Xu et al. 2006). Segundo Ragel et al. (2015) e Manishankar et al. (2017), a 

cinase CIPK23 pode desempenhar também um papel multifuncional  que, frequentemente, 

opera em conjunto com os sensores de Ca
2+

, CBL1 e / ou CBL9, que no caso da nutrição de 

K
+
, pode regular tanto o canal de baixa afinidade de absorção de K

+
 (AKT1) quanto o de alta 

afinidade de K
+
 (HAK5). O mesmo complexo de cinases dependente de Ca

2+
, CBL1 / 9-

CIPK23 pode modular a absorção de nitrogênio através da fosforilação do carregador de 

nitrato NPF6.3 / NRT1.1, podendo também alterar a afinidade do sensor para alta ou baixa 

afinidade em resposta à disponibilidade de nitrato (Ho et al. 2009).   

Assim, hipotetizamos que o aumento das concentrações endógenas de Ca
2+

 e K
+
 

nas bases foliares em restrição hídrica pode estar envolvido tanto com o ajuste osmótico, 

influenciando na melhor hidratação celular, quanto com o mecanismo de sensibilidade e 

adaptação da planta ao estresse hídrico. A entrada de Ca
2+

 através de OSCA1, quando as 

plantas estavam sob déficit hídrico, pode ter influenciado positivamente as absorções de K
+
 e 

também do próprio NO3
-
 quando este foi oferecido na concentração de 2,5 mM de N total. É 
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provável que uma remobilização de cálcio e potássio aconteça na parede celular, permitindo 

aumentar o influxo desses nutrientes para o citossol. 

 Com auxílio do banco de dados das sequências gênicas obtidas de G. 

monostachia no transcriptoma, realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Mercier 

et al. 2019), pode ser verificado que houve uma maior expressão dos genes OSCA1 e HAK5 

nas bases foliares em restrição hídrica (Fig. 11 - heatmap) em comparação com o ápice foliar, 

sugerindo  que a resposta de aumento da concentração de K
+
 pode ser decorrente do estresse 

hídrico e não da absorção do NO3
-
. Já o ápice foliar não apresentou aumento da expressão do 

OSCA1 e nem do transportador de alta afinidade de K
+
. Ao contrário, mostrou uma maior 

expressão do gene AKT1 (transportador de potássio de baixa afinidade) (Fig. 11). 

As concentrações de NO3
-
 também podem ter influenciado as respostas relativas à 

indução da fotossíntese do tipo CAM sob efeito do estresse hídrico, uma vez que o maior 

acúmulo noturno de malato foi encontrado nos ápices foliares das bromélias que foram 

expostas a 2,5mM de N total. Esse resultado não era o esperado, tendo em vista que trabalhos 

anteriores do grupo tinham identificado que o nitrato na concentração de 5mM de N total na 

forma nítrica atrasou ou inibiu a indução do CAM em folhas de G. monostachia. Entretanto, 

para outras plantas que realizam a fotossíntese CAM (obrigatória ou facultativamente), a 

influência do NO3
-
 foi vista como positiva na expressão desse metabolismo (Winter et al. 

1982; Ota, 1988; Pereira et al. 2018). Foi observado, por exemplo, que para plantas de 

Kalanchoë blossfeldiana que cresceram com concentrações menores que 1 mM de N nas 

formas de NO3
-
 ou de NH4

+
, apesar de terem as mesmas taxas de crescimento, apresentaram 

maior captação noturna de CO2 e conteúdo noturno de malato na presença de NO3
-
 (Ota, 

1988). Em outro estudo realizado com essa mesma espécie, foi encontrado um aumento de 

três vezes no delta de malato após dois meses de cultivo nessa fonte de N, e um aumento de 

cinco vezes após quatro meses na presença de 10 mM de N na forma de NO3
-
 se comparada 

com 10 mM de N na forma de NH4
+
 (Ota, 1988).  

Pereira et al. 2017 verificaram que na concentração de 2,5mM de N na forma de 

nitrato houve maior acúmulo noturno de malato e maior transporte de prótons para o vacúolo 

em duas espécies de CAM obrigatórias: Kalanchoë laxiflora e Kalanchoë delagoensis. Mas, 

quando essas mesmas espécies foram nutridas com 5,0 mM de N (forma nítrica) houve uma 

diminuição no acúmulo noturno de ácidos orgânicos totais (malato + fumarato + citrato). 
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Portanto, sugere-se que a indução do CAM é dependente da concentração de NO3
-
 oferecida 

às plantas. Segundo Ota (1988), o nitrato é conhecido por inibir a atividade da enzima V-

ATPase, que juntamente com a V-PPiase são responsáveis pelo transporte de prótons e ácidos 

orgânicos para o vacúolo. Pereira et al. (2018) demonstraram para a espécie G. monostachia 

que quando as plantas foram cultivadas na presença de NO3
-
 em concentração de 5,0 mM de 

N e exposta ao estresse de déficit hídrico, não houve a passagem de C3 para CAM em 

comparação com as plantas cultivadas na presença de NH4
+
 em 5,0 mM de N  e na mesma 

condição de escassez hídrica. No entanto, de modo interessante, quando a concentração de N 

na forma de nitrato foi reduzida para 2,5mM de N foi observado um aumento atividade da 

PEPC se comparada a essa mesma concentração de N, mas na forma amoniacal e em restrição 

hídrica (Pereira et al. 2018). Inesperadamente em nossa pesquisa, não conseguimos observar 

diferenças significativas tanto na expressão do gene PEPC1 quanto na atividade da enzima 

PEPC. 

Assim, nosso resultado de indução do CAM na presença de nitrato (2,5mM de N 

total), resultando no aumento do acúmulo noturno de malato em restrição hídrica poderia ser 

uma resposta dependente de concentração e que nunca havia sido detectada antes da presente 

investigação com G. monostachia. Entretanto, podemos sugerir fortemente, tendo em vista os 

níveis de acidez noturna registrados comparativamente aos dados que já foram obtidos 

anteriormente pelo grupo, que as plantas de G. monostachia sob restrição hídrica modificaram 

sua fotossíntese, passando de C3 para CAM. 
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Figura 11. Esquema representativo das principais hipóteses do trabalho, levando-se em 

consideração os resultados obtidos para o cultivo das plantas de Guzmania monostachia em 

2,5mM de N na forma de nitrato com posterior efeito da escassez hídrica por sete dias. Ao 

lado esquerdo da figura está apresentado um heatmap cujos resultados de expressão gênica 

foram obtidos a partir do transcriptoma de Guzmania monostachia (Mercier et al. 2019).  

Acima do heatmap está a “régua” de expressão cuja cor mais próxima ao azul representa uma 

menor expressão comparativamente à cor vermelha, a qual indica uma maior expressão. Os 

dados mostram a expressão (o log2 (fold-change)) dos genes PEPC1 (fosfoenolpiruvato 

carboxilase), HAK5 (transportador de alta afinidade de potássio), AKT1 (canal de baixa 

afinidade de potássio), CIPK23 (cinase dependente de cálcio), CBL3 (proteínas sensoras de 

cálcio), CBL1 (proteínas sensoras de cálcio), OSCA1 (canal de cálcio) de plantas cultivadas na 

presença de nutrientes (incluindo 5mM de N) e que sofreram estresse hídrico por sete dias. A 

folha foi representada subdividida entre as porções apical e basal e os principais resultados 

foram indicados com setas que ilustram a comparação entre essas porções (setas para cima 

significam aumento e setas para baixo, diminuição dos valores). Do lado direito, está 

representada uma ampliação de uma célula da base foliar mostrando uma das principais 

hipóteses do trabalho: o canal de cálcio, OSCA1, sendo ativado pela escassez hídrica, 

iniciando o processo de absorção. Uma possível remobilização de K
+
 e Ca

2+
 da parede celular 

foi indicada. Esse aumento na concentração citossólica de Ca
2+

 sinalizaria as proteínas 
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sensoras de cálcio do tipo CBL, as quais se unem a proteínas cinases dependentes de cálcio 

(CIPKs), formando o complexo CBL-CIPK que pode fosforilar e ativar os transportadores de 

alta (HAK5) e baixa afinidade de potássio (AKT1). Sabe-se que esse complexo pode 

influenciar também a atividade de outros transportadores nutricionais, como os de nitrato 

(NRT1).  
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Conclusões 

A restrição hídrica, após as plantas serem nutridas com N unicamente na forma de 

nitrato, causou mudanças significativas no perfil metabólico das folhas de Guzmania 

monostachia, alem de alterar o status hídrico. A porção apical foliar foi a mais afetada pelos 7 

dias sem suplementação de água no tanque, em relação ao conteúdo relativo de água, 

resultado esse confirmado pelos valores mais baixos de potencial osmótico medidos nessa 

região. A condutividade específica aumentou cerca de duas vezes em relação aos tecidos 

hidratados e o fornecimento de nitrato (2,5mM de N total) pareceu aliviar significativamente 

o estresse hídrico, por, talvez, diminuir as ROS nos ápices, causando menos danos às 

membranas plasmáticas. O transporte de água da porção basal para a apical, pelas vias 

apoplástica e simplástica, parece ter sido afetado. Supõe-se que a deposição de lignina e/ou 

suberina aumentou nas paredes celulares e/ou a indução de aquaporinas diminuiu quando as 

plantas foram cultivadas na presença de nitrato (2,5mM N total), anteriormente à aplicação da 

restrição hídrica. O nitrato, após ser absorvido pelos tricomas da base, pode ter sido reduzido 

a amônio pela enzima nitrato redutase. Entretanto, este parece não ter prosseguido na sua rota 

de assimilação via GS/GOGAT, localizada predominantemente no ápice, durante o período de 

seca, acumulando-se no ápice.  Por sua vez, o nível de cálcio endógeno aumentou na base, 

provavelmente, pela ação do canal de entrada OSCA1 que é responsivo à seca. Esse 

incremento pode ter se originado pela remobilização de cálcio da parede celular. Este, por sua 

vez, pode ter sinalizado positivamente a entrada de potássio nas células basais por meio da 

estimulação dos transportadores de alta afinidade (HAK5). O estresse hídrico induziu também 

aumento significativo na concentração de malato e houve uma forte tendência de acúmulo 

noturno de ácidos orgânicos, principalmente nos ápices das folhas cultivadas em 2,5mM de N 

total na forma de NO3
-
, sugerindo que as folhas mudaram sua fotossíntese de C3 para 

CAM.ççç 

ççççççççççççççççççççççççççççççççççççççççççççççççççç                                                                      
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Resumo 

Durante o desenvolvimento das bromélias epífitas, em seu ambiente natural, elas 

podem ser expostas a vários estresses ambientais. Entre os tipos de estresses abióticos, o 

hídrico é um dos mais severos, podendo afetar principalmente as epífitas que normalmente 

não estão em contato direto com o solo. Ao longo da evolução, surgiram e foram selecionados 

mecanismos morfo-fisiológicos específicos que permitiram a essas plantas adaptarem-se e 

sobreviverem a eventos de escassez hídrica intermitentes.  A bromélia Guzmania monostachia 

(L.) Rusby ex Mez. é uma planta epífita com tanque que possui facultatividade em relação à 

sua fotossíntese, podendo variar de C3 para CAM dependendo das condições ambientais. 

Além disso, suas folhas apresentam regiões com funcionalidades bem distintas: a porção 

apical tem funções mais relacionadas à fotossíntese enquanto a porção basal absorve 

nutrientes. Em estudos anteriores, foi averiguado que a fonte de N pode afetar a indução do 

CAM quando as plantas estão submetidas à escassez hídrica. Observou-se que a forma 

amoniacal aumentou a expressão do CAM, enquanto a nítrica reduziu. Em decorrência desse 

intrigante resultado de inibição do CAM pela nutrição com nitrato, surgiram novos 

questionamentos para a realização do presente estudo: qual seria o modo de ação do nitrato 

combinado à escassez hídrica sobre a fotossíntese CAM? Estaria a absorção de nitrato 

influenciando a absorção de outros nutrientes (p.ex., potássio) quando a planta está sujeita à 

limitação hídrica, fazendo com que houvesse mudanças no perfil metabólico e status hídrico 

das folhas? Foi descrito para algumas espécies que a absorção de nitrato pode estar associada 

com a de potássio, auxiliando o equilíbrio de cargas dentro da célula, também regulando a 

expressão de genes transportadores de K
+
. Logo, hipotetizamos no presente estudo que G. 

monostachia que recebessem maiores concentrações de NO3
-
 no tanque teriam incrementos 

significativos de potássio endógeno. A absorção conjunta desses nutrientes permitiria o ajuste 

osmótico das plantas, acarretando a redução do potencial hídrico e favorecendo a absorção de 

água a partir do tanque ou sua manutenção no interior das células foliares. Assim, como 

consequência de um melhor status hídrico, mesmo após a aplicação de sete dias de escassez 

de água, haveria um atraso ou até mesmo inibição da passagem do metabolismo C3 para o 

CAM.  Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivos (1) caracterizar as mudanças 

no perfil metabólico e no status hídrico das folhas, comparando-se as porções apical e basal 

de plantas de G. monostachia que foram cultivadas na presença de nitrato previamente à 

aplicação do estresse hídrico; e (2) compreender o efeito do nitrato sobre a modulação do 

CAM nos ápices foliares. Para tanto, as plantas foram cultivas em câmara de crescimento com 
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condições ambientais controladas sendo apenas regadas diariamente com água destilada nos 

tanques durante o período de aclimatação (30 dias). Após isso, as plantas receberam nitrato 

compreendendo dois tratamentos (0,05 ou 2,5mM de N total na forma de nitrato). Ao final de 

30 dias, as bromélias foram submetidas à restrição hídrica durante sete dias, esvaziando-se 

seus tanques. Os resultados demontraram que houve mudanças significativas no perfil 

metabólico das plantas cultivadas com 2,5mM de N total na forma de nitrato sob estresse 

hídrico, resultando em bases foliares com maior conteúdo relativo de água e maior acúmulo 

dos nutrientes K
+ 

e Ca
2+

. Por outro lado, os ápices sob essa mesma condição apresentaram 

dimunuição do seu potencial osmótico, menor conteúdo relativo de água e maior acúmulo de 

NH4
+
. O estresse hídrico induziu também aumento significativo na concentração de malato e 

houve uma forte tendência de acúmulo noturno de ácidos orgânicos, principalmente nos 

ápices das folhas cultivadas na maior conentração de N, sugerindo que as folhas mudaram sua 

fotossíntese de C3 para CAM. A maior concentração oferecida de nitrato em restrição hídrica 

proporcionou um menor transporte de água da base foliar para o ápice, possivelmente pela 

maior lignificação e/ou suberização das paredes celulares (via apoplástica), diminuindo assim 

o potencial osmótico do ápice foliar. Ao mesmo tempo, a deficiência hídrica pode ter ativado 

o canal de membrana responsivo à seca (OSCA1), responsável pelo aumento da absorção de 

Ca
2+

 na base foliar. Uma maior quantidade de Ca
2+

 citossólico pode ter levado a uma 

regulação positiva do complexo protéico CBL/CIPK, aumentando assim a absorção de outros 

nutrientes, como o K
+
, por meio da indução de transportadores de alta afinidade desse 

nutriente (HAK5). O K
+
, por sua vez, pode ter funcionado como um osmólito, ajudando na 

retenção da água nos tecidos basais foliares. Assim, observamos nesta pesquisa que o status 

hídrico e o perfil metabólico de G. monostachia podem ser modulados pela absorção do 

nitrato, interferindo na passagem da fotossíntese C3 para CAM sob efeito da deficiência 

hídrica.   
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Abstract 

 

During the development of epiphytic bromeliads, they can be exposed to numerous 

environmental stresses. Among the abiotic stresses, water is one of the most severe, affecting 

mainly epiphytes because they are not in direct contact with the soil. Throughout evolution, 

specific morphophysiological mechanisms that allowed these plants to adapt and survive to 

intermittent water scarcity events emerged and were selected. The bromeliad Guzmania 

monostachia, for example, is an epiphytic plant with a tank that has facultative photosynthesis 

which can vary from C3 to CAM depending on the environmental conditions. Its leaves have 

regions with very different functions: while the apical portion is related to photosynthesis, the 

basal portion absorbs nutrients. In previous studies, it was found that the source of N can 

affect the induction of CAM when plants were under water scarcity. It was observed that the 

ammonium increased CAM expression, while nitrate reduced it. As a result of this intriguing 

CAM inhibition by nitrate, new questions arose for the conduction of this study: what would 

be the action of nitrate combined with water scarcity on CAM photosynthesis? Is nitrate 

uptake influencing the uptake of other nutrients (e.g., potassium) when the plant is water-

limited, causing changes in the metabolic profile and water status of the leaves? It has been 

described for some species that nitrate uptake may be associated with potassium uptake, 

helping charge balance within the cell, also regulating the expression of K
+
 transporter genes. 

Therefore, we hypothesized in the present study that G. monostachia that received higher 

concentrations of NO3
-
 would have significant increases in endogenous potassium. The joint 

absorption of these nutrients would allow the osmotic adjustment of the plants, reducing the 

water potential and favoring the absorption of water from the tank or its maintenance inside 

the leaf cells. As a consequence of better water status, there would be a delay or even 

inhibition of the CAM even after the application of seven days of water scarcity. In this 

context, the present work aimed to (1) characterize the changes in the metabolic profile and 

water status of G. monostachia leaves, comparing the apical and basal portions that were 

cultivated in the presence of nitrate before the application of water stress; and (2) evaluate the 

effect of nitrate on CAM modulation in leaf apexes. For that, the plants were cultivated in a 

growth chamber with controlled environmental conditions, being only watered daily with 

distilled water during the acclimation period (30 days). After that, the plants received two 

treatments of nitrate (0.05 or 2.5mM of total N). At the end of 30 days, the bromeliads were 

subjected to water restriction for seven days. The results showed that there were significant 
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changes in the metabolic profile of plants grown with 2.5 mM of total N in the form of nitrate 

under water stress, resulting in leaf bases with higher relative water content and higher 

accumulation of K
+
 and Ca

2+
. On the other hand, the apex under this same condition presented 

decreased osmotic potential, lower relative water content, and greater accumulation of NH4
+
. 

Water stress also induced a significant increase in malate concentration and there was a strong 

tendency for nocturnal accumulation of organic acids, especially in the apical leaf portion 

cultivated in the highest concentration of N, suggesting that the leaves changed their 

photosynthesis from C3 to CAM. The higher concentration of nitrate offered previously to 

water restriction provided less water translocation from the leaf base to the apex, possibly due 

to greater lignification and/or suberization of cell walls (apoplastic pathway), decreasing the 

osmotic potential of the leaf apex. At the same time, water deficit may have activated the 

drought-responsive membrane channel (OSCA1), responsible for the increased absorption of 

Ca
2+

 at the leaf base. A greater amount of cytosolic Ca2
+
 may have led to an up-regulation of 

the CBL/CIPK protein complex, increasing the absorption of other nutrients, such as K
+
 

through the induction of high-affinity transporters of this nutrient (HAK5). In turn, K
+
 may 

have acted as an osmolyte, helping to retain water in the leaf’s basal tissues. Thus, we 

observed in this research that the water status and metabolic profile of G. monostachia can be 

modulated by the absorption of nitrate, interfering in the modulation of C3 to CAM 

photosynthesis under water deficit. 
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Montillet, J. L, Chamnongpol, S., Rustérucci, C., Dat, J., Van de Cotte, B., Agnel, J-P., 
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