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“N3do sei... se a vida € curta...
N3o sei...
N3o sei...

Ou longa demais para nos.

Mas sei que nada do que vivemos tem sentido,

Se ndo tocarmos o coragdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser:
Colo que acolhe,
Brago que envolve,
Palavra que conforta,
Siléncio que respeita,
Alegria que contagia,
Olhar que sacia,

Amor que promove.

E isso nao €é coisa do outro mundo:

E o que da sentido a vida.

E o que faz com que ela
Nao seja curta,

Nem longa demais,
Mas que seja intensa,
Verdadeira e pura...
Enquanto durar.”

(Cora Coralina)



Aos meus pais Edison e Natélia
DEDICO
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IX

PREFACIO

No presente trabalho ¢ abordada a influéncia do déficit hidrico no metabolismo de
frutanos em plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby, uma espécie herbacea de Asteraceae
nativa do cerrado, e os resultados sdo distribuidos em trés capitulos.

No capitulo I sao abordadas as alteragdes no metabolismo de frutanos decorrentes da
imposicao de déficit hidrico pela suspensao total de rega.

O capitulo II também trata da imposi¢ao de déficit hidrico pela suspensdo total de regas,
porém analisou-se um niimero maior de parametros fisioldgicos do que no experimento descrito
no capitulo I.

O capitulo III traz os resultados obtidos pela aplicacao de diferentes regimes de rega.

O trabalho compara duas formas diferentes de aplicagdo de déficit hidrico em plantas, a
suspensao total da rega e o regime de regas, que permitiram a avaliacdo gradual das respostas da
planta sob diferentes intensidades de deficiéncia hidrica. Além disso, fornece informagdes que
ampliam o conhecimento sobre o metabolismo de frutanos em uma espécie nativa do cerrado e
contribuem para o entendimento do papel desses carboidratos de reserva na adaptagdo dessas

plantas ao cerrado.
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Frutanos: ocorréncia e distribuicao

A maioria das plantas acumula amido ou sacarose como carboidrato de reserva, mas
aproximadamente 15% das angiospermas armazenam frutanos. Dentre estas, encontram-se muitas
espécies de importancia econdmica e de familias altamente evoluidas como Asteraceae e
Poaceae. Como exemplo, podemos citar os cereais (cevada, trigo, aveia), algumas verduras
(endivia/chicéria, cebola, alho, alface), plantas ornamentais (dalia, tulipa) e gramineas forrageiras
(Lolium sp., Phleum sp.) (Hendry & Wallace 1993).

Em Asteraceae, a presenca de frutanos foi amplamente documentada para a flora de
regides temperadas (Pollard & Amuti 1981) e em regido restrita do cerrado brasileiro para a flora
tropical e subtropical (Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993). Levantamentos floristicos
realizados no cerrado da Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, SP (22° 18’
S, 47° 11 W) mostraram a predominancia de espécies de Asteraceae no estrato herbaceo,
correspondendo a 17% das espécies encontradas na regido (Mantovani 1983). A deteccdo de
carboidratos e proteinas nos 6rgdos subterraneos espessados de plantas nativas dessa area do
cerrado e da mata do estado de Sdo Paulo apontou plantas com potencial para exploragdo
econdmica e para estudos fisiologicos e metabolicos dos compostos de reserva em Orgaos
subterraneos (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986). Segundo Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro (1993),
aproximadamente 60% das espécies herbaceas presentes nesta area restrita de cerrado acumulam
frutanos do tipo inulina como carboidrato de reserva em seus 0rgaos subterraneos.

Os frutanos consistem de séries homologas de oligo e polissacarideos nao redutores, nas
quais cada membro da série contém um residuo de frutose a mais que o membro anterior
(Edelman & Jefford 1968). Os diferentes tipos de frutanos sdo identificados conforme a ligacao
glicosidica entre as unidades de frutose. O frutano mais simples ¢ um monofrutosil sacarose, um
trissacarideo. Sao conhecidos trés isdmeros desse trissacarideo, que diferem entre si pela ligagao
da frutose a um dos grupos hidroxila da sacarose. A 1-cestose (1-F-frutosil sacarose, a-glu-1,2-p-
fru-1,2-fru), foi o primeiro isdbmero a ser caracterizado e ¢ encontrada em todas as espécies que
acumulam frutanos; a 6-cestose (6-F-frutosil sacarose, a-glu-1,2-B-fru-6,2-fru) apresenta o
residuo terminal de frutose ligado ao carbono 6 da frutose e a neocestose (6-G-frutosil sacarose,
B-fru-2,6-a-glu-1,2-fru) apresenta as duas unidades de frutose ligadas a glucose. Assim, a 1-
cestose € a 6-cestose possuem uma glucose e uma frutose terminais, enquanto a neocestose

apresenta a glucose interna (Pollock ef al. 1996). Baseando-se nos trés trissacarideos e no tipo de
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ligacdo entre as unidades de frutose, cinco tipos diferentes de estruturas de frutanos podem ser
distinguidos em plantas superiores:

a) inulina, uma molécula tipicamente linear encontrada especialmente em Asteraceae, que contém
ligacdes do tipo B(2,1) e € baseada no trissacarideo 1-cestose;

b) levano ou fleano, que também ¢ uma molécula linear, encontrado principalmente em Poaceae,
contém ligacdes do tipo (2,6) e ¢ baseado na 6-cestose;

c¢) frutanos ramificados e de ligagdes mistas com unidade terminal de glucose, encontrados em
Poaceae;

d) frutanos baseados na neocestose ou neosérie da inulina, com liga¢des B(2,1) entre as unidades
de frutose, encontrado em Liliaceae e alguns membros de Poaceae;

e) frutanos baseados em neocestose ou neosérie do levano, com ligagdes B(2,6) entre as unidades
de frutose, presente em alguns membros de Poaceae.

Uma série de frutanos que ndo contém a unidade de glucose terminal, denominada inulo-
n-ose, foi encontrada em algumas fases de desenvolvimento de espécies de Asteraceae (Carvalho
et al. 1997).

A complexidade estrutural dos frutanos varia, portanto, de acordo com a ligacao
glicosidica entre as unidades de frutose, a ramificagdo ¢ o comprimento das cadeias, € a posi¢ao
da molécula de sacarose na cadeia. A razdo da variedade estrutural dos frutanos em plantas ¢
desconhecida. Ela pode basear-se nas diferentes necessidades fisiologicas ou ser uma
conseqiiéncia das diferentes origens evoluciondrias da biossintese de frutanos em diferentes
familias (Ritsema & Smeekens 2003b).

Nas células, os frutanos sdo acumulados na forma soluvel em vactolos (Frehner et al.
1984) e encontrados principalmente em orgaos subterrdneos de reserva, como raizes tuberosas,
rizoforos, tubérculos e bulbos, assim como em 6rgdos fotossintetizantes, como folhas e caules e
em inflorescéncias e sementes (Ritsema & Smeekens 2003a). Porém, varios trabalhos
demonstraram que esses compostos também podem ser encontrados no apoplasto, assim como
nos tecidos vasculares (Vieira & Figueiredo-Ribeiro 1993, Livingston & Henson 1998, Wang &
Nobel 1998, Ernst & Pfenning 2000, Van den Ende ef al. 2005).

Metabolismo de frutanos

As espécies acumuladoras de frutanos sdo mais proeminentes em ambientes sujeitos a

estresses abioticos como o frio e a seca (Hendry 1993). A capacidade de sintetizar frutanos surgiu



do desenvolvimento de frutosiltransferases a partir de invertases vacuolares (Ritsema et al. 2006).
Acredita-se que o baixo conteudo de dgua e a alta concentragdo de sacarose nas células
ocasionados pela desidratagdo (ou pela baixa disponibilidade de 4gua no ambiente) possibilitou
as invertases vacuolares desenvolverem a capacidade de usar sacarose ao invés de dgua como
aceptor de substrato, ocorrendo transglicosilacao entre duas moléculas de sacarose (Valluru &
Van den Ende 2008).

Segundo modelo clédssico proposto por Edelman & Jefford (1968) para tubérculos de
Helianthus tuberosus L., os frutanos sdo sintetizados pela a¢do de duas frutosiltransferases. A
sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST, EC 2.4.1.99), que catalisa irreversivelmente a
formacao da 1-cestose a partir de duas moléculas de sacarose, liberando uma molécula de glucose
que, ap6s fosforilacdo, ¢ novamente utilizada na sintese de sacarose. Essa enzima apresenta alta
especificidade pela sacarose. A outra frutosiltransferase envolvida ¢ a frutano:frutano 1-
frutosiltransferase (1-FFT, EC 2.4.1.100), responsavel pelo alongamento da cadeia, catalisando a
transferéncia reversivel de unidades terminais de frutose de uma molécula doadora para uma
receptora. Nesta rea¢cdo, a menor molécula receptora ¢ a sacarose que nunca pode ser doadora.
Como a reacdo ¢ reversivel, essa enzima também atua na redistribuicao das unidades de frutose,
podendo promover também a diminuicdo do comprimento das cadeias. Esse modelo ¢ aceito
atualmente, tendo sido confirmado por estudos de Koops & Jonker (1996) em H. tuberosus e por
Van den Ende & Van Laere (1996) em Cichorium intybus L.

O perfil de frutanos encontrado em diferentes grupos de plantas reflete a diversidade
estrutural destes carboidratos e resulta da acdo de multiplas enzimas. A ampla variacdo de
estruturas e graus de polimerizagao encontrados entre os diferentes grupos de plantas que contém
frutanos ¢ atribuida, principalmente, a diferengas nas propriedades de suas frutosiltransferases.
Diferencas na afinidade da 1-FFT pelo substrato doador e receptor resultam em um padrio
diferente de polimeros de inulina (Hellwege et al. 2000, Vergauwen et al. 2003).

A despolimerizagdao das moléculas de frutanos ¢ catalisada por uma frutano-exohidrolase
(1-FEH, EC 3.2.1.153) e ocorre pela remocao seqiiencial das unidades terminais de frutose. Os
produtos finais da FEH sdo a frutose e a sacarose, sendo a enzima fortemente inibida por esse
dissacarideo (Edelman & Jefford 1968, Van den Ende ef al. 2002). Uma vez que a sacarose ¢ o
dissacarideo que da origem aos frutanos, no estudo do metabolismo destes carboidratos deve-se
considerar a a¢do da enzima invertase (E.C. 3.2.1.26), que hidrolisa a sacarose e libera glucose e

frutose.
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Para a biossintese das outras séries de frutanos, outras frutosiltransferases estdo
envolvidas: a sacarose:frutano 6-frutosiltransfase (6-SFT) ¢ a enzima responsavel pelas ligagdes
B(2,6) nos frutanos tipo levano e levano ramificados. Esta enzima catalisa a transferéncia da
unidade de frutose da sacarose para uma ampla variedade de receptores incluindo a sacarose, 1-
cestose e 6-cestose, produzindo respectivamente 6-cestose, bifurcose ou frutanos maiores [3(2,6)
ligados (Duchateau et al. 1995, Wei et al. 2002). A frutano: frutano 6 frutosiltransferase (6°-
FFT, EC 2.4.1.243) ¢ a enzima envolvida na biossintese da neosérie, que catalisa a transferéncia
da unidade de frutose de um frutano para o carbono 6 da unidade de glucose da sacarose,
formando o trissacarideo neocestose, ou para a unidade de glucose de outro frutano (Shiomi
1989, Lasseur et al. 2006). A molécula ¢ em seguida alongada com ligagdes B (2,1) ou B (2,6),
produzindo frutanos da neosérie de inulina ou da neosérie de levano, respectivamente. Além da
1-FEH, a degradacao de frutanos ocorre pela agdo da 6-frutano exohidrolase (6-FEH, EC
3.2.1.154) que atua sobre ligagdes B (2,6).

Além do seu papel na degradagdo de frutanos durante a mobilizagcdo, as FEHs podem
também estar envolvidas na biossintese de 6-cestose a partir da hidrdlise da bifurcose (Bancal et
al. 1992) ou podem ser ativadas durante a biossintese de graminanos de cevada (Henson 1989,
Bancal et al. 1991) e de trigo (Van den Ende 2003) estando envolvidas no recorte deste tipo de

frutano ramificado.

Utilizacao de frutanos

A inulina é reconhecida como um composto benéfico a satide. E adicionada a varios
alimentos como adogante ndo caldrico quando na forma de fruto-oligossacarideos (FOS) ou
frutose destes derivada, como fibra dietética solivel e como substituinte de gorduras (Carvalho &
Figueiredo-Ribeiro 2001, Carvalho et al. 2007). Os FOS sdo compostos bifidogénicos, cujos
produtos de fermentacao sao efetivos na reducao da pressdo sanguinea, da glicemia e das taxas de
triglicérides e colesterol (Roberfroid 1993, Yamasaki & Matsumoto 1993). Além disso, os FOS
apresentam ac¢do anti-tumoral (Taper ef al. 1999) e estimulam a absorc¢ao de calcio, magnésio e
ferro no intestino (Roberfroid ef al. 1995).

Na industria farmacéutica, a inulina também ¢ utilizada em testes de funcdo renal para a
determina¢do do ritmo de filtracdo glomerular (Aires 1991). Atualmente, a inulina disponivel
para utilizagdo industrial é produzida na Europa, principalmente a partir de raizes tuberosas de

Cichorium intybus (Asteraceae). Na ultima década, a producao industrial de inulina aumentou de



1000 para 100 000 toneladas anuais (Van den Ende ef al. 2002). Entretanto, a necessidade de

importagdo e o custo elevado invalidam o uso rotineiro desta inulina no pais.

Cerrado

O cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, ocupa cerca de 21% do territorio, estando
atras apenas da floresta amazonica.

Caracteriza-se por apresentar uma vegetacdo peculiar com fisionomias que variam em
uma ordem crescente de biomassa como, campo limpo, campo sujo, campo cerrado, cerrado
(sensu strictu) e cerradao (Coutinho 1978). Podemos descrever essa vegetacdo como constituida
por dois grupos essencialmente opostos, o das arvores permanentes, que reune todas as arvores e
arbustos, e o das efémeras que compreende inimeras plantas herbaceas. Climaticamente
caracteriza-se por sua sazonalidade bem definida e regime de 4gua que inclui verdo umido e
inverno seco (Eiten 1972, Coutinho 2002).

Os solos do cerrado em geral sdo profundos, porosos, permeaveis, oferecendo ao sistema
radicular das plantas um meio de facil penetragdo. Consistem de uma mistura de areia e argila,
em proporcdes diferentes, com baixa retencdo de agua, baixa capacidade de troca catidnica e
pobre em nutrientes. Os solos sdo acidos, com pH variando entre 4 ¢ 5. Comparando-se o
gradiente fisiondmico no sentido cerraddao ao campo sujo, observamos um aumento da caréncia
de nutrientes e da acidez (Godoy & Felippe 1992). Estas condigdes contribuem para a formagao
de uma vegetacao xeromorfica e rica (Eiten 1972).

Na vegetacdao do cerrado, uma das estratégias empregadas para superar os extremos de
temperatura, a seca e o estresse nutricional ¢ a presenga massiva de Orgdos subterrdneos
espessados em plantas herbaceas que atravessam periodos de acimulo de fotoassimilados durante
o seu ciclo de desenvolvimento (Mantovani & Martins 1988). Os o6rgdos subterraneos sao
estruturas perenes que garantem ndo apenas a sobrevivéncia das plantas durante os periodos de
condi¢gdes ambientais adversas, mas também, em muitos casos, a reproducdo vegetativa destas
plantas (Coutinho 2002). Outra estratégia ¢ a sintese de compostos protetores, que podem atuar
na estabilizagdo de membranas e proteinas ou promover o ajuste osmotico (Valliyodan & Nguyen

2006).



Déficit Hidrico

A distribuicdo dos vegetais na superficie terrestre ¢ basicamente controlada por dois
fatores abidticos, a temperatura do ar e a disponibilidade de 4gua. Desde que a temperatura do ar
permita que as plantas se desenvolvam, a quantidade e a distribuicdo de chuvas torna-se o
principal fator limitante ao desenvolvimento vegetal. Essa importancia ecoldgica da agua ¢
resultado de sua importancia fisioldgica, pois, o unico meio pelo qual um fator ambiental como a
agua pode afetar o crescimento de uma planta ¢ influenciando as condi¢des e os processos
fisiologicos (Koslowski & Pallardy, 1997). De fato, na natureza, a intensidade e a distribuicao
das chuvas definem o regime hidrico, influenciando desde o crescimento e a produtividade dos
individuos até a distribuicdo das populacdes e a biodiversidade dos ecossistemas (Passioura
2006). Devido ao aumento de didoxido de carbono na atmosfera, acompanhado de um aumento na
temperatura do ar, acredita-se que havera uma maior demanda evaporativa das plantas, e, em
muitas regides, um aumento da ocorréncia, freqiiéncia, intensidade e distribuigao da seca. Os
modelos de mudangas climaticas mostram uma alta freqiiéncia de chuvas separadas por longos
periodos de seca (Dore 2005). Sendo assim, entre os fatores ambientais, a deficiéncia hidrica
destaca-se como fator adverso ao crescimento e a produ¢do vegetal sendo essencial para estudos
que abordem o tema.

Seca significa perda de agua e desidratagdo em temperaturas normais ou pouco elevadas.
O déficit hidrico decorrente da seca se estabelece quando a absor¢do de agua pelo sistema
subterraneo ndo atende as demandas da planta (Fan et al. 2006). Alteragdes fisioldgicas e
bioquimicas associadas ao estresse hidrico incluem a perda de turgescéncia, mudancas na fluidez
e composi¢do das membranas, aumento da concentragdo de solutos celulares e ocorréncia de
interacdes proteina-proteina e proteina-lipideo, levando a desestruturagdo da membrana e

prejudicando os processos metabolicos (Chaves ef al. 2003, Mahajan & Tuteja 2006).

Solutos organicos

Existem varios tipos de respostas ao déficit hidrico que objetivam a manutengdo do status
hidrico da planta e, por extensdo, para a manutengdo dos processos fisioldgicos e bioquimicos
vitais. Algumas dessas respostas incluem o aciimulo de solutos organicos de baixo peso
molecular, também chamados de solutos compativeis, no processo conhecido como ajuste

osmoético (Bajji et al. 2001).



O ajuste osmotico ¢ considerado um dos mecanismos mais eficazes para a manutencao da
turgescéncia celular, permitindo a manutengcdo da abertura estomatica e da fotossintese sob
condi¢des de baixo potencial hidrico no solo.

As plantas podem acumular prolina (Nayyar & Walia 2003, Yamada et al. 2005) e outros
aminoacidos livres (Rai 2002, Kusaka et al. 2005), polidlcois (Ramanjulu & Bartels 2002) e
carboidratos (Pelleschi ef al. 1997, Chaves et al. 2002), de forma a se aclimatar e/ou se adaptar a
déficits hidricos de diferentes niveis de intensidade. Estes compostos compartilham a propriedade
de permanecerem estaveis em pH neutro e serem altamente soluveis em 4gua (Ballantyne &
Chamberlin 1994). Além disso, em altas concentragdes, exercem pouco ou nenhum efeito sobre a
interacao de macromoléculas solventes.

A prolina ¢ um dos aminodcidos mais comumente associados a respostas ao estresse
hidrico. E sintetizada a partir do glutamato e da arginina sob condi¢des fisiologicas normais,
sendo o glutamato o caminho preferencial sob condicdes de estresse hidrico (Chen & Kao 1993).
Seu acamulo ocorre no citoplasma (Leigh ef al. 1981) de células de folhas, de colmos e de raizes,
sendo a capacidade de acumulo e a sua concentracao decrescentes com a idade da folha.

Algumas culturas caracterizam-se por baixos niveis desse composto sob condi¢des Otimas
e acumulo durante o déficit hidrico (Ramanjulu & Bartels 2002). De acordo com Alia (2003), a
prolina constitui menos que 5% dos aminoacidos totais livres em plantas mantidas sob condigdes
normais, enquanto em plantas submetidas ao estresse hidrico, a concentragdo de prolina pode
chegar a 80% do pool total de aminoécidos.

Existem na literatura contradi¢cdes em relagdo a funcdo do acumulo de prolina em plantas
submetidas ao estresse. Alguns autores afirmam que a prolina teria fungdes ligadas a processos de
adaptacao ao déficit hidrico (Singh et al. 1973), enquanto outros apontam a prolina apenas como
indicador de estresse (Becker & Fock 1986) ou ainda um marcador bioquimico de alteracdes
metabolicas geradas por diferentes tipos de estresse (Lima ef al. 2004).

Devido a alta solubilidade em agua, esse aminodcido contribui para o ajuste osmotico da
célula enquanto promove o aumento nos niveis de outros osmolitos. Outras fun¢des sugeridas
para a prolina s3o a remocdo de espécies reativas de oxigénio e a interagdo com residuos
hidrofébicos de proteinas, protegendo-as da degradacdo e agregagdo (Valliyodan & Nguyen
2006). Por possuir um anel pirrolina, que confere uma baixa capacidade de ceder elétrons, a
prolina forma um complexo de transferéncia de carga e sequestra O, livre. Assim, a prolina pode

reduzir o dano por fotoinibi¢do nas membranas do tilacoide pelo seqiiestro e redugdo da produgado



de ions superoxido (Reddy et al. 2004). Além disso, sua sintese pode estar envolvida na
recuperagdo da acidose citoplasmatica, podendo manter a relacio NADP+/NADPH em valores
compativeis com o metabolismo normal (Hare & Cress 1997). O catabolismo rapido de prolina
pode promover redugdes equivalentes que suportem a fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a
geragdao de ATP para a recuperacao e consequente reparo de danos causados pelo estresse

Apesar de nao haver claras evidéncias de maior acimulo de prolina em espécies tolerantes
que em espécies sensiveis, esse mecanismo parece fazer parte do processo de protecdo ao estresse
hidrico.

Os frutanos também sdo comumente descritos como protetores contra a seca. Em batatas
transgénicas produtoras de frutanos, por exemplo, Knipp & Honermeier (2006) verificaram que
houve uma menor producao de prolina quando comparada as plantas selvagens, sugerindo um
mecanismo protetor dominante desses carboidratos ou um efeito pleiotropico indireto na via de
sintese da prolina.

De fato, entre os solutos compativeis, os carboidratos sao elementos-chave, pois podem
ser armazenados tanto na forma de polissacarideos com baixa atividade osmética como o amido,
quanto na forma de acUcares altamente soliveis e higroscopicos como a sacarose e hexoses
(Whittaker ef al., 2007). Neste sentido € plausivel que espécies acumuladoras de carboidratos em
orgado de reserva como tubérculos, rizomas, rizoforos e raizes espessadas possam, durante o seu
crescimento, ter a sintese € o acumulo desses carboidratos afetados pelo déficit hidrico, bem
como utiliza-los na geracdo de compostos osmoticamente ativos através de sua degradacdo em
resposta a esse tipo de estresse do ambiente.

A manipulacdo dos genes que protegem e mantém as funcdes celulares ou que mantém a
estrutura dos componentes celulares tem sido o maior alvo para produgdo de plantas tolerantes a
estresses (Valliyodan & Nguyen 2006) e para o conhecimento dos mecanismos de prote¢do aos

estresses abioticos.

Frutanos e o déficit hidrico

Plantas capazes de sintetizar frutanos estdo presentes em muitas familias ndo relacionadas
filogeneticamente, sugerindo uma origem polifilética para o metabolismo de frutanos. Esta
diversidade de distribuigdo filogenética e geografica, juntamente com a ocorréncia de frutanos em
familias altamente evoluidas, indica que os genes necessarios ao metabolismo de frutanos podem

ter surgido em resposta a uma ou varias pressoes de selecdo em um passado relativamente recente



(Hendry 1993). A disponibilidade de agua pode ter sido a pressdo de selecao que direcionou a
evolugdo do metabolismo de frutanos nas plantas (Pilon-Smits et al. 1995). Dados
paleoclimaticos, analisados frente a expansdo da flora de frutanos, ddo suporte a essa hipotese
(Hendry & Wallace 1993). O surgimento da flora produtora de frutanos (30 a 15 milhdes de anos
atrds) ocorreu na mesma época do aparecimento da seca estacional e a distribuigdo da flora atual
que apresenta o metabolismo de frutanos corresponde as regides onde ocorre seca estacional
(Hendry 1993).

Desta forma, além da funcdo de reserva, vdarios trabalhos sugerem que os frutanos
conferem as plantas resisténcia a seca e/ou tolerancia ao frio (Hendry 1993, Pilon-Smits et al.
1995, Livingston & Henson 1998, Pilon-Smits et al. 1999, Van den Ende et al. 2000). Em
algumas espécies, eles sdo acumulados de novo (Volaire & Lelievre 1997, Kerepesi ef al. 1998,
De Roover et al. 2000), em outras, ocorrem alteracdes no tamanho de suas cadeias (Thomas
1991, Volaire et al. 1998, Thomas & James 1999), ou diminui¢do em seu contetido (Spollen &
Nelson 1994) durante a desidratagdo. Evidéncias adicionais do papel protetor dos frutanos em
condi¢des de seca foram verificadas em plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) e
beterraba (Beta vulgaris L.) acumuladoras de frutano, que se mostraram mais tolerantes a seca
que as plantas selvagens (Pilon-Smits ef al. 1995, 1999). A suspensdo de rega promoveu a sintese
de frutanos em plantulas de Cichorium intybus que, em condi¢des normais, ndo apresentam essa
capacidade, verificada apenas na planta adulta (De Roover et al. 2000).

O mecanismo pelo qual os frutanos protegem contra estresses abidticos sao
desconhecidos. Acreditava-se que os frutanos agiam como um suplemento de hexoses que
protegeriam o tecido diminuindo o ponto de congelamento (Englmaier 1987, Pontis 1989).
Porém, foi observado, em aveia, que, por mais que os frutanos fossem hidrolisados, o aumento
das hexoses produzido diminuia o ponto de congelamento da agua em apenas um grau
(Livingston & Henson 1998). Entdo, foi proposto que os aglcares atuariam na prevengdo da
plasmolise celular. Williams (1980), estudando a relagdo entre volume celular, concentracao de
solutos e temperatura de congelamento, encontrou um volume celular minimo que as células
atingem antes de morrer. E possivel que as plantas possam usar os agucares sintetizados durante a
aclimatacdo ao frio ou gerados na hidrdlise dos frutanos para impedir a reducdo do volume
celular alterando o potencial osmotico. Os estudos relacionando frutanos e aclimatagdo ao frio
poderiam, entdo, ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de prote¢do a seca, uma vez que a

dessecagdo faz parte do processo de congelamento. Assim, as hexoses geradas poderiam diminuir
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o potencial hidrico do liquido intracelular e permitir a manutengdo da expansao foliar durante
periodos de seca (Santarius 1973, Spolen & Nelson 1994).

Segundo Kramer (1995), a adicdo de solutos osmoticamente ativos as células ¢ mais
eficaz em promover a diminui¢do do potencial hidrico do que a prépria perda de dgua. Uma
reducdo de 10% no volume do vacuolo celular provoca a diminui¢do no potencial osmotico em
cerca de 11% do valor inicial, enquanto a adi¢do de solutos € responsavel por uma redugdo de até
50% deste valor.

Além da sua atuacdo no ajuste osmotico, estudos recentes demonstraram que os frutanos
atuam na estabiliza¢do de membranas em condi¢des de estresse (Demel et al. 1998, Hincha ef al.
2000, Vereyken et al. 2001, Hincha et al. 2002). As membranas sdo as primeiras estruturas
afetadas pelo congelamento e dessecagdo, causando injlria as células. O estresse dentro da
bicamada lipidica resulta no deslocamento das proteinas de membrana e isto contribui para a
perda da integridade da membrana, da seletividade, interrup¢ao da compartimentalizagdo celular
e perda das atividades enzimaticas. As proteinas citosolicas e as organelas apresentam diminuigado
da atividade ou desnatura¢do completa quando desidratadas. A alta concentra¢do de eletrdlitos
durante a desidratagdo do protoplasma pode causar a interrupcdo do metabolismo celular
(Ramanjulu & Bartels 2002).

Durante o estresse causado pelo frio, a transi¢dao dos lipideos do estado liquido-cristalino
para gel ¢ responsavel pelo dano causado a membrana por aumentar a sua permeabilidade. Em
experimentos realizados in vitro, utilizando lipossomos isolados, os frutanos atuaram na
estabilizacdo das membranas sob condicdes estressantes devido a sua habilidade de interagir com
os fosfolipideos (Demel et al. 1998). Vereyken ef al. (2001) revelaram que tanto o levano quanto
a inulina interagiram com as membranas compostas de fosfolipideos, protegendo-as durante a
transi¢do das fases (estado liquido-cristalino para gel). Foi demonstrado, ainda, que a bicamada
lipidica torna-se menos permeével durante o tratamento de congelamento e desidratagdo quando
os frutanos estdo presentes (Hincha ef al. 2000). Desta forma, a c€lula ndo perde sua integridade
devido ao aumento da permeabilidade e a perda da seletividade da membrana ocorridos durante o
frio e a seca (Demel ef al. 1998, Hincha et al. 2006).

A engenharia metabolica para a biossintese de frutanos mostrou-se uma ferramenta
adequada para estudos da regulagdo do metabolismo desses compostos em funcdo de alteracdes
do ambiente. Genes bacterianos da sintese de frutanos foram introduzidos em plantas nao

acumuladoras de frutanos como tabaco, batata, beterraba e milho, permitindo que algumas dessas
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plantas exibissem acimulo de frutanos e tolerancia ao estresse hidrico (Kawakami et al. 2008 e
referéncias ali contidas). Em alguns casos, fenotipos aberrantes como branqueamento, necroses €
nanismo foram observados nas plantas que expressavam esses genes bacterianos (Cairns 2003).
Assim, plantas transgénicas codificando genes de frutosiltransferases de espécies acumuladoras
de frutanos passaram a ser o foco da identificagdo funcional desses genes e da analise do acaimulo
de frutanos em espécies que nao sintetizam esse carboidrato (Livingston et al. 2007).

Os cDNAs de enzimas de sintese (SST, FFT) e hidrolise (FEH) de frutanos foram também
clonados de diversas Asteraceae (Van den Ende et al. 2002), incluindo o cDNA da FEH de
Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (Asega et al. 2008) e da FFT de Viguiera discolor Baker, outra
Asteraceae do cerrado acumuladora de frutanos. A clonagem desses genes tornou-se a mais
recente ferramenta na pesquisa de frutanos. Atualmente o metabolismo de frutanos e as enzimas
podem ser estudados em nivel molecular para elucidar as variagdes dos frutanos durante o
desenvolvimento da planta, bem como suas respostas frente a fatores ambientais adversos, como
baixas temperaturas e deficiéncia hidrica. Adicionalmente, a sintese e a degradag¢do dos frutanos
podem ser adaptadas para a produ¢do destes acticares em plantas para uso como ingredientes de
alimentos funcionais (Ritsema & Smeekens 2003b) bem como para o preparo de culturas mais

tolerantes a estresses ambientais.

Vernonia herbacea

Vernonia herbacea (Figura 1) ¢ uma espécie perene nativa do cerrado que apresenta
crescimento sazonal. Trata-se de uma entre muitas espécies de Asteraceae encontrada na regido
do cerrado da Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guacu (SP) (Carvalho &
Dietrich 1993, Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993). Plantas desta espécie possuem Orgaos
subterraneos de origem caulinar denominados rizoforos, responsaveis por sua reproducao
vegetativa e pela fung¢do de reserva para a planta, acumulando até 80% de sua massa seca em
frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993).

Considerando a sazonalidade climatologica que impde restricdo hidrica as plantas dessa
regido durante o inverno, a ampla ocorréncia de frutanos nas espécies de cerrado parece coerente
com a hipdtese do papel destes carboidratos na tolerancia dessas plantas ao estresse hidrico. De
fato, experimentos de suspensao de rega realizados com V. herbacea mostraram que essas plantas
sdo capazes de reter a4gua nos seus Orgdos subterraneos de reserva por longos periodos (Dias-

Tagliacozzo et al. 2004). Os autores verificaram ainda um aumento da razdo fruto-oligo:fruto-
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polissacarideos, paralelamente ao aumento da concentracdo de frutose nessas condigoes,
sugerindo que as frutosiltransferases, além das hidrolases, atuam na mobilizagao dos frutanos
nessas condig¢des, favorecendo a tolerancia das plantas ao déficit hidrico.

A tolerancia a seca ¢ um processo muito complexo e a protecdo exercida pelos frutanos
explica apenas uma parte de um conjunto de estratégias de adaptacdo das plantas. Os frutanos
podem ser facilmente degradados, produzindo uma mistura de hexoses, sacarose e fruto-
oligossacarideos. Acredita-se que o acumulo dessas moléculas de cadeias curtas no vacuolo
possibilita a diminuicdo do potencial hidrico, afetando o influxo de agua do citoplasma e
mantendo a turgescéncia dos tecidos. E possivel, ainda, que os frutanos protejam os tecidos
indiretamente, pois sua natureza soluvel, ao contrario do amido, permite uma rapida producdo de

carbono e energia para a sintese de moléculas protetoras alternativas.

Figura 1- Aspecto geral de Vernonia herbacea
(Vell.) Rusby.

Os mecanismos pelos quais os frutanos desempenham esse papel de prote¢do a seca ainda

nao foram completamente elucidados, sendo necessaria uma avaliacdo minuciosa do metabolismo
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desses carboidratos através de andlises das atividades das enzimas do seu metabolismo e da
composi¢ao de frutanos em plantas de V. herbacea submetidas ao déficit hidrico.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da intensidade e da duracao
do déficit hidrico no metabolismo de frutanos em plantas de V. herbacea e, dentro desta proposta,
avaliar o papel dos frutanos como indicadores de processos fisiologicos e sinalizadores de
estresse ¢ de adaptacdo ao ambiente e a possivel atuacdo desses compostos na osmorregulacao

das células e manutengdo da turgescéncia.
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Resumo

Frutanos do tipo inulina sdo os principais carboidratos de reserva armazenados nos 6rgaos
subterraneos das espécies de Asteraceae do cerrado. Vernonia herbacea encontra-se entre essas
espécies e aproximadamente 80% da massa seca dos Orgdos subterraneos ¢ constituida por
frutanos. Além de seu papel de reserva, os frutanos parecem atuar como osmorreguladores,
favorecendo o crescimento e o desenvolvimento das plantas mesmo sob condi¢des limitantes de
agua no solo. Esse papel fisioldgico dos frutanos parece coerente com a ampla ocorréncia desses
carboidratos em espécies do cerrado que encontram condigdes de restricdo hidrica ao longo do
ano. O objetivo deste trabalho foi avaliar o metabolismo de frutanos por meio da andlise do seu
contetdo e composicdo e das atividades das suas enzimas de sintese, sacarose:sacarose
frutosiltransferase (SST) e frutano:frutano frutosiltransferase (FFT), e despolimerizagao, frutano-
exohidrolase (FEH), em plantas submetidas a restrigao hidrica por suspensao de rega. As plantas
foram divididas em 3 lotes: rega didria (controle), suspensdo de rega por 23 dias (tratado) e
suspensdo de rega com re-irrigagdo no 15° dia (re-irrigado). As coletas foram realizadas no inicio
do experimento e apds, 3, 7, 11, 15, 17 e 23 dias apos a suspensdo da rega. Nas plantas
submetidas a suspensdo de rega, a SST e a FFT apresentaram um aumento pontual no inicio do
periodo de restri¢ao hidrica, concomitante ao inicio da diminui¢do do potencial hidrico do solo. A
partir deste ponto o potencial hidrico de suas folhas também apresentou diminui¢do. A FEH
atuou na degradacdo de frutanos, liberando acticar redutor e, possivelmente, juntamente com a
FFT, atuou na redistribuicdo das moléculas de frutanos apds a re-irrigagcdo. As plantas tratadas
apresentaram maior contetido de fruto-oligossacarideos e agucar redutor, que podem ter atuado na
regulagdo osmotica, diminuindo o potencial hidrico da célula e permitindo a manutengdo da
turgescéncia. Desse modo, a hipotese de que os frutanos atuam como reguladores osmoticos em
V. herbacea parece coerente com os resultados obtidos, uma vez que as plantas submetidas a
suspensao de rega apresentaram alteragdes em seu metabolismo, possibilitando aos tecidos uma
baixa perda de dgua durante a suspensdo de rega e uma rapida reabsor¢do de agua apds a re-
irrigacdo das plantas.

Palavras-chave: déficit hidrico, frutanos, Vernonia herbacea.



24

Abstract

Fructans of the inulin type are the main reserve carbohydrates stored in the underground
organs of Asteraceae species from the cerrado. Vernonia herbacea is one of this species and the
plants accumulate about 80% of its dry mass as fructans. Besides its role as reserve compounds,
fructans seem to act as osmotic regulators, favoring the growth and development of the plants
even under drought conditions. This physiological function attributed to fructans seems
consistent with the wide occurrence of these carbohydrates in cerrado species, a bioma that
undergoes periods of drought throughout the year. The aim of this work was to analyze fructan
composition and the activities of the enzymes involved in fructan synthesis, sucrose:sucrose
frutosyltransferase (SST) e fructan:fructan frutosyltransferase (FFT) and depolymerization,
fructan exohydrolase (FEH) in plants submitted to water restriction. The plants were divided into
3 groups that received 3 treatments: daily watering (control), suspension of irrigation for 23 days
(treated) and suspension of irrigation and rewatering after 15 days (re-irrigated). Samplings were
done at the beginning of the experiment and after 3, 7, 11, 15, 17 and 23 days after suspension of
irrigation. SST and FFT presented a clear increase at the beginning of the period of water
restriction, coinciding with the onset of the reduction in soil water potential and in leaf water
potential. An increase in FEH activity led to the production of reducing sugars due to fructan
mobilization. FEH together with FFT also seemed to act in the redistribution of fructan molecules
after re-irrigation. Treated plants showed an increase in fructo-oligosaccharides and reducing
sugars and these compounds were thought to act in the osmotic regulation, favoring the decrease
in cell water potential and allowing the maintenance of cell turgor. Considering that plants
submitted to water restriction showed changes in fructan metabolism, favoring water retention
and absortion after re-irrigation, the hypothesis that fructans act as osmotic regulators is
reinforced.

Key words: fructans, Vernonia herbacea, water restriction.
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Introduciao

Os frutanos ocorrem como principal carboidrato de reserva em cerca de 15% das
angiospermas. Dentre estas, encontram-se muitas espécies de importancia econOmica ¢ de
familias altamente evoluidas como Asteraceae e Poaceae. Como exemplo, podemos citar os
cereais (cevada, trigo, aveia), algumas verduras (endivia/chicoria, cebola, alho, alface), plantas
ornamentais (dalia, tulipa) e gramineas forrageiras (Lolium sp.) (Hendry & Wallace 1993).

Frutanos s@o polimeros de frutose formados pela adi¢ao de unidades de frutose a molécula
de sacarose (Edelman & Jefford 1968, Pollock et al. 1996). Os diferentes tipos de frutanos sao
identificados dependendo da ligacdo glicosidica entre as unidades de frutose. Todos sao
sintetizados pela adi¢do de unidades frutofuranosil unidas por ligagdes do tipo B (2,1) ou B (2,6) a
3 trissacarideos (1-cestose, 6-cestose € neocestose) que, por sua vez, sdo sintetizados pela ligacao
de uma unidade de frutose a diferentes grupos hidroxila da sacarose. A inulina, encontrada
principalmente em Asteraceae, contém ligagdes B (2,1) e € baseada no trissacarideo 1-cestose; o
levano ou fleano, presente em Poaceae, contém ligacdes P (2,6) e € baseado na 6-cestose; € o
frutano baseado no trissacarideo neocestose, que apresenta a unidade de glucose interna a
molécula e pode ser constituido de unidades de frutose unidas por ligagdes B (2,1) ou B (2,6) ¢
encontrado principalmente em Poaceae. Tipos de frutanos mais complexos e ramificados sdo
encontrados principalmente em monocotiledoneas (Pollock et al. 1996).

Nas células, os frutanos sdo acumulados na forma solivel nos vacuolos (Frehner et al.
1984) e encontrados principalmente em Orgdos subterraneos de reserva, como raizes tuberosas,
rizoforos, tubérculos e bulbos, assim como em 6rgdos fotossintetizantes, como folhas e caules e
em inflorescéncias e sementes (Meier & Reid 1982).

Os frutanos tém como molécula precursora a sacarose e sdo sintetizados pela agdo de
frutosiltransferases. A sintese da inulina se d4 pela atuacdo de duas enzimas distintas (Edelman &
Jefford 1968, Koops & Jonker 1996, Luscher et al. 1996, Van den Ende & Van Laere 1996).
Inicialmente ocorre a formacao do trissacarideo 1-cestose e a liberagdo de uma molécula de
glucose a partir de duas moléculas de sacarose, pela acdo da sacarose: sacarose frutosiltransferase
(1-SST). Em seguida, a frutano: frutano frutosiltransferase (1-FFT) catalisa o alongamento da
cadeia pela transferéncia de unidades de frutose de uma molécula doadora para uma receptora. A
FFT também atua na redistribuicdo das unidades de frutose, podendo promover a diminuigao do
comprimento das cadeias. A ampla variacdo de estruturas e graus de polimeriza¢do encontrados

entre os diferentes grupos de plantas que contém frutanos ¢ atribuida, principalmente, a
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diferencas nas propriedades de suas frutosiltransferases (Hellwege et al. 2000, Vergauwen et al.
2003). A hidrélise de frutanos ocorre pela remocao seqiiencial dos residuos terminais de frutose
por frutano-exohidrolases (FEH). Esta enzima ndo atua sobre a ligagdo glicosidica da sacarose ¢ ¢
e fortemente inibida por este dissacarideo (Edelman & Jefford 1968, De Coninck et al. 2007,
Asega et al. 2008).

Plantas capazes de sintetizar frutanos estdo presentes em muitas familias ndo relacionadas
filogeneticamente, sugerindo uma origem polifilética para o metabolismo de frutanos. Esta
diversidade de distribui¢do filogenética, juntamente com a diversidade de distribuicdo geografica,
e a ocorréncia de frutanos em familias altamente evoluidas, indica que os genes necessarios ao
metabolismo de frutanos podem ter surgido em resposta a uma ou varias pressoes de selecdo em
um passado relativamente recente (Hendry 1993). A disponibilidade de 4gua pode ter sido a
principal pressdo de selecdo que direcionou a evolu¢do do metabolismo de frutanos nas plantas
(Pilon-Smits ef al. 1995). De fato, dados paleoclimaticos, analisados frente a expansao da flora de
frutanos, dao suporte a essa hipdtese (Hendry & Wallace 1993). O surgimento da flora produtora
de frutanos (30 a 15 milhdes de anos atrds) ocorreu na mesma €época do aparecimento da seca
estacional e a distribuicdo da flora atual que apresenta o metabolismo de frutanos corresponde as
regides onde ocorre seca estacional (Hendry 1993).

Vernonia herbacea ¢ uma entre muitas espécies de Asteraceae encontrada na regido do
cerrado da Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, SP (Carvalho & Dietrich
1993). Possui orgaos subterraneos de origem caulinar, denominados rizéforos, responsaveis pela
reprodugdo vegetativa das plantas, e que atuam, também, como 6rgaos de reserva, acumulando
até 80% de sua massa seca em frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993).

Considerando a sazonalidade climatoldgica que impde restrigdo hidrica as plantas dessa
regido durante o inverno, a ampla ocorréncia do metabolismo de frutanos nas espécies de cerrado
parece coerente com a hipotese do papel destes carboidratos na resisténcia dessas plantas ao
estresse hidrico. De fato, experimentos de suspensdo de rega realizados com V. herbacea
mostraram que essas plantas sdo capazes de reter 4gua nos seus 0rgaos subterraneos de reserva
por longos periodos enquanto a umidade do solo diminui (Dias-Tagliacozzo et al. 2004). Esses
autores verificaram ainda um aumento da razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos, paralelamente
ao aumento da concentra¢do de frutose nessas condi¢des, sugerindo que as frutosiltransferases,

além das hidrolases, estariam atuando na mobilizag¢ao dos frutanos nessas condigoes.
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Estudos sobre nutricdo mineral, adubagdao e producdo de inulina em cultivos de V.
herbacea indicaram que essa espécie do cerrado representa uma alternativa para a produgao
comercial de inulina (Carvalho et al. 1998, Cuzzuol et al. 2008). Além destes, estudos realizados
em ratos demonstraram a aplicabilidade da inulina de V. herbacea para uso em testes de fungao
renal (Dias-Tagliozzo et al. 1996).

Além da fun¢do de reserva, varios trabalhos sugerem que os frutanos conferem as plantas
resisténcia a seca e tolerdncia ao frio (Hendry 1993, Pilon-Smits et al. 1995, Livingston &
Henson 1998, Pilon-Smits et al. 1999, Van den Ende et al. 2000) possivelmente por serem
compostos osmoticamente ativos. Entretanto, os mecanismos pelos quais os frutanos
desempenham esses papéis ainda ndo foram completamente elucidados. Em Festuca arundinacea
Schreb., a despolimerizacdo de frutanos foi observada sob estresse hidrico (Spollen & Nelson
1994). Outros trabalhos sugeriram que durante a seca, genotipos tolerantes de Dactylis glomerata
L. (Volaire & Lelievre 1997) e trigo (Kerepesi et al. 1998) acumularam maiores quantidades de
frutanos do que os mais sensiveis, € mostraram que plantas transgénicas de tabaco e beterraba
para a sintese de frutanos apresentaram maior resisténcia ao estresse hidrico do que as plantas
ndo transformadas (Pilon-Smits et al. 1995, 1999). A suspensdo de rega também promoveu a
sintese de frutanos em plantulas de C. intybus (De Roover et al. 2000).

Em vista da ampla ocorréncia de espécies herbaceas acumuladoras de frutanos em regioes
de cerrado, da ocorréncia de um periodo de seca neste ambiente e da possivel tolerancia a seca
que estes compostos conferem as plantas, o objetivo deste trabalho foi avaliar as variagdes no

metabolismo de frutanos em plantas de V. herbacea em resposta ao déficit hidrico.
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Material e Métodos

Material vegetal e condicoes de cultivo

Foram utilizadas plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby com aproximadamente 6
meses de idade, obtidas por brotacdo de fragmentos de rizéforos de plantas adultas, coletadas na
Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, SP (22° 18” S, 47° 11° W) (Carvalho
et al. 1997). As plantas foram cultivadas em vasos individuais de 3 L contendo terra de canteiro e
mantidas em casa de vegetacdo. Foram efetuadas medidas didrias das temperaturas maxima e
minima, com as quais calculou-se a temperatura média compensada (Tp = (0,29.Tnin) +
(0,71.Tmax)), conforme Goudriaan & Laar (1994), assim como medidas da umidade relativa do ar,

calculada com base nas leituras dos termometros de bulbo imido e seco realizadas as 07:00 e

14:00 h.

Tratamentos e amostragem

As plantas foram divididas em 3 lotes: um lote recebeu regas didrias (controle), outro foi
mantido em suspensao total de rega por 23 dias (tratado) e um terceiro foi mantido em suspensao
de rega por 15 dias, apds o que foi re-irrigado por 8 dias (tratado — re-irrigado). As coletas de
tecidos vegetais foram realizadas no inicio do experimento (tempo zero), e aos 3, 7, 11, 15, 17 e
23 dias apods o inicio da suspensdo de rega. O dia da re-irrigacdo foi determinado pelo aspecto de
murcha apresentado pelas plantas.

Em cada ponto de amostragem foram coletadas 3 amostras de 3 plantas cada. Apos
lavagem com d4gua e congelamento em nitrogénio liquido, amostras de rizoéforos foram
armazenadas a -80 °C até a realizagdo das extracdes de carboidratos e enzimas, em triplicata.
Foram feitas também determinacdes da massa fresca (MF) e seca (MS) da parte aérea (por
secagem em estufa a 60 °C por 72 horas) e dos rizéforos (por liofilizagdo), assim como medidas
de umidade do solo e de potencial hidrico das folhas e do solo em cada ponto de amostragem. As

coletas foram realizadas entre 14:00 e 15:00 horas.

Umidade do solo (Us,,) € potencial hidrico do solo (‘P s010)

A cada amostragem de plantas para as analises bioquimicas, a umidade do solo nos vasos
foi determinada por gravimetria (Blake 1965). Para tal, amostras de solo foram obtidas de cada

oy L. L, 3 .
vaso utilizando-se anéis volumétricos de 80 cm’, sendo determinada a massa fresca
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imediatamente apoOs a coleta e a massa seca apos 72 h de secagem da amostra em estufa ventilada

a 70°C. A umidade do solo (Uso) foi calculada a partir da formula:

Usolo(%) = MF — MS x 100 (1)
MS - Ta

Em que:

MF = massa fresca da amostra de solo;

MS = massa seca da amostra de solo;

Ta = tara do anel volumétrico.

Nas mesmas amostras coletadas conforme descrito anteriormente para determinagdo da
Usolo, foram realizadas medidas pontuais do ¥ so10. Para tal, utilizou-se um psicrometro de ponto

de orvalho (Modelo Decagon WP4). As medidas foram realizadas entre 14:00 e 15:00 horas.

Conteudo de agua (%)
O contetudo de 4gua da parte aérea e do rizoéforo foi determinado a partir da férmula:
TU(%) = MF — MS x100 )
MF
Em que:
MF = massa fresca da amostra, determinada imediatamente apds a coleta;
MS = massa seca da amostra apos secagem em estufa a 60 °C (parte aérea) e apods

liofilizagdo (rizéforos).

Potencial hidrico das folhas ( ¥%,)

Foram realizadas medidas do ¥, da primeira folha totalmente expandida a partir do apice
das plantas de cada amostra. Antes de destacd-la da planta, a folha utilizada foi submetida a
abrasdo com lixa de areia para remocdo de tricomas e ceras cuticulares e, para a realizagdo da
medida, foram retirados 3 discos foliares de 1,15 cm de didmetro. A exemplo do Pysolo, as
medidas do %, foram também realizadas pelo método de psicrometria de ponto de orvalho,
utilizando o aparelho Decagon WP4 em modo continuo até a obten¢do do equilibrio dos valores

de ¥,. as medidas foram realizadas aproximadamente as 8:00 horas.
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Extraciao enzimatica

A extracdo e determinagdo das atividades enzimaticas foram realizadas conforme descrito
em Asega & Carvalho (2004). Os rizéforos foram homogeneizados em tampao citrato—fosfato
(Mcllvaine) 50 mM pH 5,5, contendo 2 mM de EDTA, 5 mM de 4cido ascoérbico, 2 mM de -
mercaptoetanol e 10% de polivinil polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi
mantido em repouso por 30 min e, em seguida, filtrado em nylon duplo. Ao filtrado foi
adicionado sulfato de amoénio a 20% de saturagdo, sendo a mistura mantida em repouso por uma
noite. Apos centrifugagdo a 12000 g por 20 min a 5 °C, o precipitado foi descartado e ao
sobrenadante foi adicionado sulfato de amonio a 80% de saturacdo. A mistura foi mantida em
repouso por 1 hora. Apds centrifugacdo por 20 min a 17000 g, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em tampao. O extrato foi dessalinizado em colunas de Bio Gel P-6 DG
e submetido aos ensaios de atividade enzimatica. Toda a manipulagdo do material durante a
extracdo foi realizada a 5 °C. O conteudo de proteina nos extratos foi determinado pelo método

de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (Sigma) (1 pg uL™") como padrio.

Ensaio enzimatico

As misturas de incubacdo foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
propor¢ao de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampao Mc Ilvaine 50 mM, pH 4,5.
Os extratos foram incubados a 30 °C utilizando-se substratos nas concentragdes finais de 200 mM
de sacarose (Sigma) para a atividade de SST, 50 mM de sacarose (Sigma) para a atividade de
invertase, 200 mM de 1-cestose para a atividade de FFT e 5% de inulina de Helianthus tuberosus
L. (Sigma) para a atividade de FEH. O tempo de incubagdo foi de 2 horas para a atividade da
SST, 1 hora para FFT, 4 h para a invertase e de 30 minutos a FEH. As misturas de incubagao

foram submetidas a fervura para interrup¢ao da reacao.

Analise das atividades enzimaticas

Para a determinacgdo das atividades da SST e FFT, amostras das misturas de incubacao
foram diluidas (200x) em 4agua deionizada e analisadas por cromatografia de troca anidnica de
alta resolu¢do com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema de
cromatrografia Dionex (DX-300) utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (4 x 250 mM). A eluicao

dos carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150 mM de
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hidréxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sédio em 150 mM de NaOH) com a
seguinte programacao: 0 - 2 min, 25 mM; 2,1 - 8 min, 50 mM; 8,1 — 10 min, 350 mM; 10,1 — 12
min, 500 mM; 12,1 — 17 min, 25 mM. Os potenciais aplicados para E1 (480 ms), E2 (180 ms) e
E3 (360 ms) foram 0,05, 0,75 e —0,20, respectivamente, e o fluxo aplicado a coluna foi de 1 mL
min”'. As atvidades da SST e da FFT foram determinadas pelas areas dos picos da 1-cestose e da
nistose, respectivamente, utilizando-se padrdes externos. A atividade da FEH foi determinada
pela quantidade de frutose liberada na mistura de incubagdo, por quantificagdo do agtcar redutor
(Somogyi 1945), utilizando-se frutose (Sigma) como padrdo. Para a determinagdo da atividade da
invertase, aliquotas das misturas de incuba¢do foram diluidas (100x) e analisadas por
HPAEC/PAD em sistema Dionex modelo DX-300, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (4 X 250
mm) e programa isocratico de 100 mM de hidroxido de sddio. Os potenciais aplicados para El
(480 ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram 0,05, 0,75 e —0,20, respectivamente, ¢ o fluxo
aplicado foi de 1 mL min™. A atividade da invertase foi determinada pela 4rea do pico da frutose,

utilizando-se padrao externo.

Extracio de carboidratos soluveis

Amostras liofilizadas de rizéforos foram pesadas para a determinagdo da massa de matéria
seca e, entdo, submetidas a extragdo de carboidratos conforme Carvalho et al. (1998) com
modificagdes. As amostras foram pulverizadas em almofariz, colocadas em etanol 80% e
mantidas em banho-maria a 80 °C por 15 min, sendo entdo centrifugadas a 700 g por 15 min. Os
precipitados foram re-extraidos duas vezes. Os sobrenadantes etanolicos foram reunidos e
reservados. Os residuos finais foram extraidos duas vezes em agua a 60 °C por 30 min e filtrados
a vacuo em tecido de algodao. Os sobrenadantes etanolicos e os filtrados aquosos foram reunidos,
concentrados em evaporador rotatorio e o extrato final (extrato bruto), submetido a precipitacao a
frio com trés volumes de etanol, para separagdo das fragdes de fruto-oligo (sobrenadante) e
polissacarideos (precipitado) apds centrifugacdo a 2900 g por 10 min a 5 °C. O sobrenadante,
contendo a fragdo de fruto-oligossacarideos foi concentrado em evaporador rotatdrio para a
retirada de etanol, e o precipitado, que consistiu da fragdo de polissacarideos, foi ressuspendido e

solubilizado em agua.
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Analise quantitativa e qualitativa dos frutanos

Os conteudos de frutose livre e ligada foram determinados no extrato bruto e nas fragdes
de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos, separadamente, pelo método de antrona
modificado (Jermyn 1956) para cetoses. Os teores de frutanos foram estimados com base em uma
reta padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de frutose.

Para as analises qualitativas, amostras de fruto-oligossacarideos, constituidas de aliquotas
equivalentes de cada uma das trés replicatas foram submetidas a deionizagdo em colunas de troca
i0nica contendo resinas nas formas cationicas (Dowex 50 WXS8 - 100) e anidnica (Dowex 1 X 8 -
100) (Carvalho & Dietrich 1993). Em seguida foram filtradas em membranas de 0,45 um e
analisadas por cromatografia de troca anidnica de alta resolu¢do com detec¢do por pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo DX-300, utilizando-se coluna Carbo
Pac PA1 (4 x 250 mm) e concentragdo de 400 pg mL'l, conforme Carvalho et al. (1997).
Utilizou-se como padrdo uma mistura de fruto-oligossacarideos extraida de tubérculos de H.
tuberosus. A elui¢do dos carboidratos presentes nas amostras de fruto-oligossacarideos foi feita
utilizando-se um gradiente da mistura dos eluentes A (150 mM de hidroxido de so6dio) e B (500
mM de acetato de s6dio em 150 mM de hidroxido de s6dio) com a seguinte programagao: 0-2
min, 25 mM; 2,1-8 min, 50 mM; 8,1-28 min, 350 mM; 28,1-30 min, 500 mM; 30,1-35 min, 25
mM. Os potenciais aplicados ao PAD para E1 (480 ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram 0,05;

0,75 e -0,20, respectivamente e o fluxo aplicado foi de 1 mL min’',
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Resultados

Durante o periodo experimental, a temperatura média do ar no interior da casa de
vegetacdo foi de 30 °C, com maxima de 36 °C e minima de 28 °C. A umidade relativa (UR)
meédia do ar foi 70%, com maxima de 91% e minima de 50%.

A umidade do solo manteve-se praticamente constante no controle, com valores
superiores a 35% durante todo o experimento. Por outro lado, a suspensdo de rega proporcionou
valores de umidade do solo inferiores a 20%, alcangados aos 15 dias apds a suspensdo. A
manutengdo da suspensao de rega até os 23 dias ndo gerou variagdes na umidade do solo apds o
15° dia. Os solos que receberam agua aos 15 dias de experimento apresentaram valores
semelhantes aos do controle aos 17 e 23 dias (Figura 1A).

O potencial hidrico apresentou decréscimo acentuado nos solos das plantas sob déficit
hidrico a partir do 7° dia de experimento € o menor valor de ¥, 010, de aproximadamente -5,0
MPa, observado aos 15 dias ap6s a suspensdo de rega, ocorreu concomitante aos menores valores
de umidade do solo. No controle, 0 ¥ysolo manteve-se constante durante todo experimento com

valores de, no minimo, -0,5 MPa (Figura 1B).
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Figura 1 — Medidas de umidade (U ,,) (A) e potencial hidrico do solo ( ¥ so0) (B) dos vasos submetidos
a rega didria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - ©) e a re-irrigacdo (re-irrigado - ®). As setas

indicam o dia da re-irrigagdo. As barras indicam o erro padrao da média (n=3).

A figura 2 mostra que o teor de umidade da parte aérea e do riz6foro nas plantas controle
ndo sofreu alteragdo durante o periodo experimental. J4 as plantas submetidas a suspensdo de

rega apresentaram redugdes no teor de umidade a partir do 11° dia de experimento. No 23° dia de
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suspensdo de rega, a parte aérea apresentou reducdo de aproximadamente 36% e os rizéforos de
22% em relacdo ao teor de umidade inicial. No 17° dia, dois dias apds a re-irrigagdo, houve uma
recuperagdo do contetido de dgua dessas plantas, que voltou a atingir valores semelhantes aos das

plantas controle.
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Figura 2 — Teor de umidade (%) da parte aérea (A) e do rizéforo (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a rega didria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®).

As setas indicam o dia da re-irrigag@o. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

Até o 15° dia de tratamento, as plantas mantidas sob déficit hidrico apresentaram uma
porcentagem de sobrevivéncia de 100%. Mas apresentaram sinais de murcha em suas folhas e
rizoforos, recuperando, entretanto, seu aspecto normal aos 17 dias de experimento, dois dias apos
a re-irrigagao dos vasos. Aos 23 dias de experimento, as plantas mantidas sob suspensao de rega,

passaram a apresentar folhas secas e sinais de senescéncia (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 - Plantas de Vernonia herbacea, 17 dias apds o inicio do experimento e dois dias apds a re-
irrigagdo. A partir da esquerda: planta controle, em suspensao de rega e re-irrigada.

Figura 4 - Plantas de Vernonia herbacea 23 dias apds o inicio do experimento e oito dias apos a re-
irrigagdo. A partir da esquerda: planta controle, em suspensdo de rega e re-irrigada.

Durante os primeiros 7 dias, o potencial hidrico das folhas apresentou um ligeiro aumento
em ambas as condi¢des experimentais a que foram submetidas as plantas, seguido de uma
diminuicdo entre o 7° e o 15° dias de experimento nas plantas tratadas. Os valores mantiveram-se
praticamente constantes nas plantas controle até o final do periodo experimental (Figura 5).

O déficit hidrico imposto as plantas pela suspensdo da rega foi suficiente para gerar um
potencial hidrico da ordem de -2,0 MPa nas folhas (Figura 5) e de -5,5 no solo (Figura 1B),
valores esses obtidos no 15° dia apds o inicio do experimento. Tais valores estdo relacionados a
conteudos de dgua de aproximadamente 75% tanto nas folhas como nos rizoéforos (Figura 2B) e

de 17% no solo (Figura 1A).
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Figura 5 — Medidas de potencial hidrico (¥,) das folhas de plantas de Vernonia herbacea submetidos a
rega diaria (controle - m), a suspensao de rega (tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®). A seta indica

o dia da re-irrigacdo. As barras indicam o erro padrao da média (n=3).

A figura 6 mostra a atividade especifica das enzimas do metabolismo de frutanos. No
inicio do experimento, a maior atividade enzimatica foi a da FFT, seguida da SST, FEH e
invertase.

Nas plantas controle, a SST apresentou as menores variagdes em sua atividade durante
todo o periodo experimental nas plantas controle. Nas plantas mantidas sob suspensdo de rega,
ocorreu um aumento nitido dessa atividade no 7° dia de experimento, seguida de uma queda no
11° dia, ap6s o qual esta se manteve estdvel até o final do periodo experimental. Apds o
fornecimento de 4gua, aos 15 dias, ocorreu um pequeno aumento da atividade dessa enzima aos
17 e 23 dias de experimento. Nas plantas submetidas a suspensdo de rega até¢ o 23° dia, a
atividade da SST manteve-se baixa e inferior a atividade nas plantas controle (Figura 6A).

A atividade da FFT apresentou um perfil semelhante ao da SST, com um aumento no 7°
dia do experimento tanto nas plantas controle como nas tratadas, embora nas ultimas este
aumento tenha sido mais pronunciado. Apds a re-irrigagdo, a exemplo da SST, houve um
pequeno aumento da atividade aos 17 e 23 dias de experimento (Figura 6B).

A atividade da FEH diminuiu em ambos os grupos de plantas até o 15° dia, embora nas
plantas tratadas a diminuicdo tenha sido mais pronunciada desde o 3° dia do experimento. Apds a

re-irrigacdo, a FEH apresentou um aumento de atividade mais acentuado do que o observado nas
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plantas controle, seguido de diminui¢do até o 23° dia. Nas plantas sob suspensdo de rega, a
atividade da FEH apresentou um aumento bastante pronunciado entre o 15° e 23° dia (Figura 6C).

A atividade da invertase foi inicialmente baixa e ndo apresentou diferencas entre os
tratamentos até o 7° dia, a partir do qual apresentou aumento nas plantas mantidas em suspensao
de rega. Nas plantas que foram re-irrigadas, a atividade dessa enzima diminuiu apds a re-

irrigacdo, apresentando valores proximos aos do controle (Figura 6D).
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Figura 6 - Atividade de SST (A), FFT (B), FEH (C) e invertase (D) em rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea submetidas a rega diaria (controle - m), & suspensao de rega (tratado - 0) e a re-irrigacdo (re-

irrigado - ®). As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

O contetdo total de frutanos apresentou, de maneira geral, queda durante o periodo
experimental tanto nos rizoéforos de plantas tratadas quanto nas plantas controle (Figura 7A). O
conteudo de fruto-oligossacarideos de plantas controle apresentou um aumento no 3° dia, seguido

de diminuicdo no 7° dia, apresentando pequenas variagdes até o final do experimento. Os fruto-
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oligossacarideos dos rizoforos tratados apresentaram aumento semelhante ao das plantas controle
até o 3° dia. Entretanto, diferentemente destas, o contetido de oligossacarideos das plantas sob
suspensdo de rega continuou aumentando até o 11° dia, apresentou diminui¢do marcante até o 15°
dia, apés o qual se manteve praticamente constante (Figura 7B). A re-irrigagdo também nao
causou alteragcdes no contetido de oligossacarideos quando os valores foram comparados com as
plantas controle e plantas sob suspensdo de rega. O contetido de fruto-polissacarideos sofreu
decréscimo do inicio do experimento até o 7° dia, ap6s o qual se manteve relativamente constante
tanto nos rizoforos de plantas tratadas quanto nas plantas controle (Figura 7C). Pela analise do
conteudo de frutano total dos rizoforos de plantas tratadas observa-se uma maior tendéncia de
queda se comparado aos rizoforos do controle refletindo o observado nos teores de
polissacarideos (Figura 7A e C). O aumento ocorrido entre 7 e 11 dias nos rizéforos de plantas
controle pode ser observado, também, nas suas fracdes de fruto-oligo e polissacarideos.
Acompanhando as variagdes nas concentragdes de frutanos durante o periodo
experimental (Figura 8), foram verificadas algumas variacdes na razdo fruto-oligo:fruto-
polissacarideos. Houve um aumento inicial desta razdo tanto nos rizéforos das plantas do controle
quanto nos de plantas tratadas até o 3° dia. Verificou-se um aumento pronunciado desta razao nas
plantas submetidas a suspensdo de regas entre o 3° e o 7° dias e entre o 15° e 23° dias. Entre o
15° e 0 23° dias o aumento foi maior nas plantas sob suspensao de rega, intermediario nas plantas

re-irrigadas e inferior nas plantas controle (Figura 8).
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Figura 7 - Contetdo de frutano total (A), fruto-oligossacarideos (B) e fruto-polissacarideos (C) extraidos
de rizoforos de plantas de Vernonia herbacea submetidos a rega diaria (controle - m), a suspensdo de rega
(tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®). As setas indicam o dia da re-irrigagdo. As barras indicam o

erro padrdo da média (n=3).
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Figura 8 — Razdo entre os fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos extraidos de rizoforos de plantas
de Vernonia herbacea submetidos a rega diaria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - o) e a re-
irrigagdo (re-irrigado - ®). A seta indica o dia da re-irrigagdo. As barras indicam o erro padrdo da média
(n=3).

O conteudo de agucar redutor nos rizéforos das plantas foi em geral baixo durante todo o
periodo experimental. Entretanto, apds o 7° dia, as plantas submetidas a suspensdo de rega
passaram a apresentar conteudos mais elevados destes acucares até o 23° dia (Figura 9). Apds o
15° dia, as plantas que foram re-irrigadas tiveram seu conteudo de actcar redutor diminuido, em
relacdo aquelas que permaneceram sob déficit hidrico, até valores encontrados nas plantas

controle (Figura 9).
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Figura 9 — Contetido de agtcar redutor nos rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidos a rega
diaria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - o) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®). A seta indica o dia

da re-irrigag@o. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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As andlises qualitativas das fragdes de fruto-oligossacarideos por cromatografia de troca
anionica de alta resolucdo (HPAEC/PAD) sao mostradas na figura 10. Além da glucose, frutose e
sacarose, todos os membros da série da inulina foram detectados em todos os extratos analisados.
Observamos que nas fragdes das plantas controle ndo houve diferencas notaveis no perfil dos
oligossacarideos ao longo do periodo experimental. Nas plantas mantidas sob deficiéncia hidrica
porém, houve, aos 23 dias, um nitido aumento na propor¢ao dos monossacarideos glucose e
frutose e da sacarose em relacdo aos fruto-oligossacarideos. Nas plantas tratadas que foram re-
irrigadas, observamos, aos 17 dias, além de um aumento da sacarose, um aumento na propor¢ao
da 1-cestose e da nistose em relacdo aos demais membros da série da inulina ¢ em relacdo ao

controle.
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Figura 10 - Cromatografia de troca anidnica de alta resolu¢do dos fruto-oligossacarideos de
rizoforos de plantas de Vernonia herbacea. G: glucose; F: Frutose; S: Sacarose; 1-C: 1-cestose,
N: Nistose. Os nimeros correspondem ao grau de polimerizacdo dos oligossacarideos e GP>6 aos
frutanos com grau de polimerizagao maior que 6.
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Discussao

No presente trabalho, verificou-se que o método de aplicagdo do estresse hidrico pela
suspensao total da rega permitiu o desenvolvimento do déficit hidrico nas plantas de V. herbacea,
como indicado pelas medidas dos teores de umidade de folhas e rizéforos e do potencial hidrico
das folhas, os quais por sua vez apresentaram estreita relacdo com as variagdes na umidade e
potencial hidrico do solo. A manuten¢ao da suspensao de rega até os 23 dias ndo gerou variagoes
na umidade do solo ap6s o 15° dia, sugerindo o alcance do ponto de murcha permanente (Kramer
1995).

Em trabalho realizado anteriormente, no qual plantas de V. herbacea foram submetidas a
suspensao de rega, Dias-Tagliacozzo ef al. (2004) demonstraram que essas plantas sao capazes de
reter dgua nos seus Orgaos subterraneos de reserva por longos periodos, mesmo apds a
diminui¢do no contetdo de 4gua no solo. No presente trabalho, a manutenc¢do da turgescéncia
tanto da parte aérea quanto do rizoforo até o 11° dia de experimento demonstra essa capacidade
de reten¢do de agua, principalmente nos rizéforos, cuja diminuicao do conteudo de agua, apos
esse periodo, foi mais lenta que a do solo.

Apods a re-irrigacdo, realizada no 15° dia do experimento, as plantas recuperaram o
contetido de dgua e passaram a apresentar teores de umidade de folhas e riz6foros semelhantes
aos das plantas controle, demonstrando uma capacidade de reidratagdao dos tecidos e permitindo a
recuperacgao dos valores de potencial hidrico apresentados.

Os valores médios de atividade enzimadtica in vitro apresentados no presente trabalho
condizem com os encontrados por Asega & Carvalho (2004), com ordem decrescente de
atividade a partir da FFT seguida de SST, FEH e invertase. O aumento pontual de atividade da
SST e da FFT verificado aos 7 dias, nas plantas mantidas sob suspensdo de rega, coincidiu com o
inicio da diminui¢@o do potencial hidrico do solo dessas plantas e pode ter ocorrido em resposta a
essa sinalizagdo. Ao mesmo tempo, a partir do dia 7, o potencial hidrico das folhas das plantas
tratadas passou a apresentar uma diminui¢do gradual. Entretanto, os contetidos de dgua nas folhas
e rizoforos ainda apresentavam valores elevados, passando a sofrer uma queda pouco acentuada a
partir do mesmo ponto de amostragem.

Adicionalmente, aos 7 dias, foi detectada uma maior quantidade de fruto-oligossacarideos
nas plantas tratadas, refletindo numa maior razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos. A SST ¢ a

enzima que dé inicio a sintese de frutanos (Van den Ende & Van Laere 1996) e a FFT ¢
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responsavel pelo padrao de distribuicdo do comprimento das cadeias de inulina (Hellwege et al.
1998). O aumento da atividade dessas enzimas nas plantas tratadas sugere sua atuacao na sintese
de frutanos de baixo peso molecular, que por sua vez podem ter atuado na diminui¢do do
potencial hidrico e na manutenc¢do de contetudos elevados de adgua.

Valores inferiores de atividade da FEH apresentado pelas plantas sob suspensao de rega
entre 3 e 11 dias, quando comparados aos das plantas controle, sugerem uma parada temporaria
no crescimento dessas plantas, causada pela baixa disponibilidade de 4dgua.

Conforme demonstrado por Asega & Carvalho (2004), o aumento da atividade de FEH
ocorre, em geral, apos a diminuicdo da atividade da SST. Em plantas submetidas a deficiéncia
hidrica, um aumento da atividade da FEH foi observado aos 23 dias do inicio do experimento,
concomitante a uma diminui¢do da atividade da SST. Desse modo, a hipdtese do controle
temporal das enzimas do metabolismo de frutanos que estdo no mesmo compartimento, o vactolo
(Frehner ef al. 1984), ¢é reforcada.

Estudos realizados com plantas intactas e rizéforos isolados de V. herbacea mostraram
que a deficiéncia de 4gua promoveu um aumento de frutose livre e de oligossacarideos com
baixos pesos moleculares nos tecidos (Dias-Tagliacozzo et al. 2004), sugerindo aumento da
atividade da FEH com liberagao de frutose. No presente trabalho, o aumento da atividade de FEH
aos 23 dias foi concomitante ao aumento da quantidade de acucar redutor nas plantas tratadas,
reforcando a hipotese de que o aumento de agucares livres pela agdo da FEH em V. herbacea esta
relacionado a tolerancia dessas plantas ao déficit hidrico.

De fato, o acimulo ou sintese de solutos pode contribuir para a diminui¢ao do potencial
osmotico da célula e permitir que a mesma mantenha-se tirgida, sendo que os carboidratos mais
eficientes na diminuicdo do potencial osmdtico sdo as hexoses e a sacarose. Como os frutanos
podem ser rapidamente mobilizados a frutose e sacarose, esses compostos podem atuar como
reguladores osmoticos, garantindo sobrevivéncia e até o crescimento da planta sob deficiéncia
hidrica (Spolen & Nelson 1994).

Pilon-Smits et al. (1995), introduzindo um gene para a sintese de frutanos em plantas de
tabaco, ndo produtora desses carboidratos de reserva, obteve plantas resistentes ao estresse
hidrico. Resultados semelhantes foram obtidos com beterrabas transgénicas (Pilon-Smits et al.
1999). Plantas de trigo (Virgona & Barlow 1991, Wardlaw & Willenbrink 2000, Yang et al.
2004), de chicoria (Van den Ende et al. 1998) e gramineas do género Festuca (Spolen & Nelson
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1994, Clark et al. 2004) submetidas ao déficit hidrico, apresentaram aumento no conteudo de
agucares de baixo peso molecular, principalmente a frutose.

Segundo Valluru & Van den Ende (2008), o acumulo de frutanos de baixo grau de
polimerizacdo em condi¢des de estresse ocorre tanto pela atividade de sintese destes compostos
quanto pela degradacdo parcial das moléculas acumuladas anteriormente. Neste trabalho, o
aumento pronunciado da razao oligo: polissacarideos foi concomitante ao aumento da atividade
in vitro da FEH e da invertase, verificado aos 23 dias. Verificou-se, também, um aumento dessa
razdo nos 3° e 7° dias apds a suspensdo da rega, porém, ao contrario do ocorrido aos 23 dias, esse
aumento provavelmente foi resultado da atividade de sintese de moléculas de baixo peso
molecular, j& que, neste periodo, as enzimas de sintese apresentavam atividade mais elevada.

Nas plantas tratadas que foram re-irrigadas, o aumento relativo da sacarose e da
proporcao da 1-cestose e da nistose em relacdo aos demais membros da série da inulina aos 17
dias, ocorreu concomitantemente a um aumento relativo da atividade das duas frutosiltransferases
e da hidrolase. Embora se saiba que a FEH e a SST apresentam atividades aumentadas em fases
diferentes do desenvolvimento das plantas, hd relatos na literatura da participagdo da FEH
durante o processo de biossintese de frutanos. Em trigo, por exemplo, a FEH controla o
alongamento das ramificacdes das moléculas de frutanos durante a biossintese desses compostos
(“triming process”) (Van de Ende et al. 2003). Em Lolium temulentum L. que sofreram excisao
das folhas (Cairns et al. 1997) e Smallanthus sonchifolius (Poep.) H. Rob. em crescimento (Itaya
et al. 2002) foram encontradas atividades concomitantes de FEH e SST. Desse modo, podemos
supor uma atuacao da FEH, junto as frutosiltransferases, na redistribuicdo das moléculas de
frutanos em V. herbacea.

Os resultados obtidos sugerem fortemente o envolvimento dos frutanos no aumento da
tolerancia a falta de d4gua, uma vez que as plantas tratadas apresentaram aumento dos fruto-
oligossacarideos, principalmente os de menor grau de polimeriza¢do, da frutose e da glucose,
observado através da cromatografia de troca anidnica de alta resolucdo e do conteido de agtcar
redutor, as expensas deste carboidrato de reserva. O aumento desses agucares de baixo peso
molecular nos rizéforos sugere a ocorréncia de uma adaptacdo osmotica e consequente protecao
contra a desidratacao.

Como V. herbacea é uma espécie de cerrado, e este bioma esta sujeito a periodos de seca
durante o ano (Eiten 1972), mudangas no metabolismo de frutanos, conforme observado no

presente estudo, indicam o envolvimento desses compostos nos processos de retencdo de agua,



47

como estratégia adaptativa dessa espécie a condicdes ambientais adversas e, em particular, a

restri¢cdo hidrica.
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CAPITULO II

Efeito do déficit hidrico em plantas submetidas a

suspensio de rega. 11
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Resumo

Os frutanos sdo amplamente distribuidos entre as plantas vasculares e sdo os carboidratos
de reserva mais importantes depois do amido e da sacarose. Consistem de séries homologas de
oligo e polissacarideos ndo redutores, formados por residuos de frutose ligados a molécula de
sacarose. O alto teor de frutanos encontrado em sistemas subterraneos de espécies do cerrado
sugere, aliado ao fato desses carboidratos serem altamente soliiveis e rapidamente mobilizados ou
sintetizados, que esses compostos atuam ndo sd como reserva de carbono e energia, mas também
contribuindo para a adaptagdo dessas plantas que atravessam condi¢cdes ambientais desfavoraveis
durante o ciclo de desenvolvimento. Vernonia herbacea ¢ uma dessas espécie, cujas plantas
acumulam cerca de 80% de inulina nos 6rgaos subterraneos (rizéforos). O objetivo deste trabalho
foi avaliar a composicao e o metabolismo de frutanos em plantas submetidas a restri¢ao hidrica
por suspensao de rega. As plantas foram divididas em 3 lotes que receberam 3 tratamentos: rega
diaria (controle), suspensao de rega por 22 dias (tratado) e suspensao de rega com re-irrigagao no
10° dia (re-irrigado). As coletas foram realizadas no inicio do experimento e ap¢s, 3, 7, 10, 12, 17
e 22 dias apos a suspensdao da rega. Nas plantas mantidas em suspensdo de rega, a limitacao
estomatica levou a redu¢do da condutincia, diminuindo a fotossintese e a transpiragdo e
mantendo a eficiéncia do uso da dgua. O alto teor de prolina presente nas plantas sob déficit
hidrico sugere que esse aminodcido tenha atuado na osmorregulagdo ou na sinalizagdo e
regulacdo de outras respostas. Sob déficit hidrico, a frutano-exoidrolase e a invertase
promoveram a degradacdo de frutanos e sacarose e, juntamente com as frutosiltransferases,
contribuiram para a redistribuicdo dos comprimentos das moléculas de frutanos, visando a
producdo de moléculas de baixo grau de polimerizagdo. As plantas tratadas apresentaram maior
conteudo de fruto-oligossacarideos e aglicar redutor, compostos ativos na regulacdo osmotica e
protecao de estruturas celulares. Apos a re-irrigagdo, as plantas apresentaram parametros
semelhantes aos do controle. As plantas submetidas a suspensao de rega apresentaram alteragdes
em seu metabolismo, possibilitando aos tecidos uma baixa perda de dgua durante a suspensdo de
rega e uma rapida reabsor¢do de agua apds a re-irrigagdo, reforgando a hipdtese de que os
frutanos atuam na adaptacgao de V. herbacea a estresses abioticos.

Palavras-chave: déficit hidrico, frutanos, Vernonia herbacea.
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Abstract

Fructans are widely distributed among vascular plants and have been regarded as second
to starch and sucrose in importance as a storage carbohydrate. They consist of homologous series
of non-reducing oligo and polysaccharides, each containing fructose units bound to a sucrose
molecule. The high fructan contents found in underground systems of cerrado species, their high
water solubility and fast metabolism, suggest that these compounds play a role not only as
storage of carbon and energy but also as a contributor to adaptive features in these plants which
undergo unfavorable environmental conditions. Vernonia herbacea is one of this species and the
plants accumulate about 80% of inulin in the underground organs (rhizophores).The aim of this
work was to analyze the fructan composition and metabolism in plants submitted to complete
suspension of irrigation. The plants were divided into 3 groups, receiving 3 treatments: daily
watering (control), suspension of irrigation for 22 days (treated) and suspension of irrigation and
rewatering after 15 days (re-irrigated). Samplings were done at the beginning of experiment and
after 3, 7, 10, 12, 17 and 22 days after suspension of irrigation. In plants kept under suspension of
irrigation, the stomatal limitation led to a reduction in conductance, photosynthesis and
transpiration and maintainance of intrinsic water use efficiency. The high content of proline
detected in plants under water deficit may have acted in osmoregulation or in the signaling and
regulation of other responses. Under lack of water, fructan-exohidrolase and invertase acted in
fructan mobilization and, along with the frutosiltransferases in the redistribution of fructan
molecule sizes, targeting the production of molecules of low degree of polymerization. Treated
plants presented higher contents of oligosaccharides and reducing sugars, which may have acted
in the osmotic regulation and protection of cellular structures. After re-irrigation, the plants
presented similar values of the parameters as detected in control plants. Thus, the assumption that
fructans act in the adaptation of V. herbacea to abiotic stresses seems consistent, since the plants
subject to the suspension of irrigation showed changes in fructan metabolism, allowing tissues to
a low loss of water during the suspension of irrigation and rapid absorption of water after re-
irrigation of plants.

Key words: fructans, Vernonia herbacea, water deficit.



56

Introduciao

Durante seu ciclo de vida, as plantas nem sempre encontram condigdes ambientais em que
todos os fatores sejam favordveis ao seu crescimento e desenvolvimento. Um importante fator
ambiental que limita o crescimento ¢ a reducdo da disponibilidade de dgua no solo, que pode
levar ao estresse hidrico. O estresse hidrico ocorre geralmente de maneira gradual e as plantas
tolerantes apresentam mecanismos para se adaptarem as condigdes de baixa disponibilidade de
agua no solo.

O estresse hidrico afeta muitos processos fisioldgicos e bioquimicos das plantas (Hanson
& Hitz 1982), resultando na alteracdo de algumas vias metabolicas. Entre os efeitos mais
importantes estdo os que envolvem o metabolismo de carboidratos, como o acimulo de aglcares
e alguns outros solutos organicos, chamados de solutos compativeis, em um processo conhecido
como ajuste osmotico (Iljin 1957, Bajii et al. 2001).

O acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos em resposta as condicdes
estressantes de baixa disponibilidade de 4gua ¢ um mecanismo importante em plantas tolerantes a
seca e com baixo potencial hidrico (Turner 1986). Este mecanismo, denominado ajuste osmotico
(Munns 1988), ¢ verificado em vérias espécies (Morgan 1984) e considerado um dos mais
eficazes para manutencdo da turgescéncia celular, permitindo principalmente a manutencdo da
abertura estomatica e da fotossintese sob condi¢des de baixo potencial hidrico no solo (Lawlor &
Leach 1985, Turner 1986, Funkhouser et al. 1994, Kramer 1995). Embora o ajuste osmotico nao
impeca a reducdo da taxa fotossintética sob condi¢cdes de estresse hidrico (Jones & Rawson
1979), a manuteng¢do da turgescéncia permite que a fotossintese e outras atividades fisiologicas
importantes sejam mantidas, mesmo que baixas, possibilitando a redistribuicdo de carbono e
nitrogénio na planta (Kobata et al. 1992, Palta ef al. 1994).

Muitos compostos sdo sintetizados sob condi¢des de déficit hidrico que permitem a planta
manter o equilibrio osmotico e proteger a membrana celular e as macromoléculas. Esses
compostos incluem ions inorganicos, aminoacidos como a prolina e o glutamato, amonio-
quaternarios como a glicina-betaina e carboidratos de baixo peso molecular como os actcares
alcoois manitol, sorbitol, polidis ciclicos, oligos e polissacarideos como a sacarose e os frutanos.
Esses compostos ajudam a célula a manter seu estado hidratado e, entdo, promovem resisténcia

contra a seca ¢ a desidratagdo celular, além de atuarem na estabiliza¢cdo de macromoléculas e na
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eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hoekstra et al. 2001, Ramanjulu et al. 2002,
Zidenga 2006, Mahajan & Tuteja 2006).

Os frutanos sdo formados por adigdes sucessivas de unidades de frutose com diferentes
tipos de ligagdes a trés trissacarideos (1-cestose, 6-cestose e neocestose) que, por sua vez, sdo
sintetizados pela ligagdo de um residuo de frutose a diferentes grupos hidroxila da sacarose. A
inulina, encontrada principalmente em Asteraceae, contém ligagdes B (2,1) e ¢ baseada no
trissacarideo 1-cestose; o levano ou fleano, presente em Poaceae, consiste de ligacdes B (2,6) e €
baseado na 6-cestose; o frutano baseado no trissacarideo neocestose, com ligacdes B (2,1) ou B
(2,6), no qual o residuo de glucose ¢ interno a molécula, encontrado em Liliaceae e Poaceae.
Outros tipos de frutanos mais complexos e ramificados sdo encontrados principalmente em
monocotiledoneas (Pollock et al. 1996).

Segundo modelo proposto por Edelman & Jefford (1968), para tubérculos de Helianthus
tuberosus L., a sintese da inulina se d& pela atuacdo de duas enzimas distintas. Inicialmente
ocorre a formacao do trissacarideo 1-cestose e a liberacao de uma molécula de glucose a partir de
duas moléculas de sacarose, pela acdo da sacarose:sacarose frutosil transferase (SST). Em
seguida, a frutano:frutano frutosil transferase (FFT) catalisa o alongamento da cadeia pela
transferéncia de residuos de frutose de uma molécula doadora para uma receptora. A hidrélise de
frutanos ocorre pela remogdo seqiiencial das unidades terminais de frutose por uma frutano
exohidrolase (FEH). Esta enzima ndo atua sobre a ligacdo glicosidica da sacarose. (Edelman &
Jefford 1968, Koops & Jonker 1996, Liischer ef al. 1996, Van den Ende & Van Laere 1996).

Os frutanos apresentam outras funcdes além de constituir fonte de energia ou de carbono
de reserva para as plantas. Eles também parecem estar relacionados a tolerancia de algumas
espécies sujeitas aos estresses ambientais neste ambiente, onde pode haver secas prolongadas e
queimadas, constituindo, portanto, uma estratégia adaptativa das plantas as condi¢des adversas do
ambiente (Hendry & Wallace 1993, Ritsema & Smeekens 2003).

Durante o déficit hidrico, o papel central dos agucares depende ndo apenas do seu
envolvimento direto na sintese de outros compostos € na producdo de energia, mas também na
estabilizacdo de membranas (Hoekstra ef al. 2001), regulacdo de expressdo génica (Koch 1996) e
sinalizagdo (Smeekens 2000). A presenca de frutanos e FEHs no apoplasto sugere que os frutanos
e seus produtos de degradacao estdo envolvidos na tolerancia a estresses abioticos pela interagao
direta com os lipideos da membrana (Livingston & Henson 1998, Van den Ende et al. 2005,

Valluru & Van den Ende 2008).
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Em condi¢des de estresses abidticos, diversos autores verificaram o acimulo de frutanos
de baixo peso molecular, proporcionado tanto pela atividade de frutosiltransferases como pela
acao de exohidrolases (Valluru & Van den Ende 2008 e referéncias ali contidas).

Em levantamentos realizados no cerrado da Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de
Moji-Guacu, SP, foi verificado que diversas espécies possuem 0Orgaos subterraneos de reserva
que acumulam grandes quantidades de frutanos do tipo inulina (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986,
Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993).

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby ¢ uma espécie perene nativa do cerrado que apresenta
crescimento sazonal. Seus 6rgdos subterraneos, rizéforos, sdo responsaveis por sua reproducao
vegetativa, além de atuarem como 6rgaos de reserva para a planta, acumulando até 80% de sua
massa seca em frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993).

O papel protetor dos frutanos a condi¢des adversas do ambiente parece coerente com sua
ampla ocorréncia em ambientes que passam parte do ano sob condicdes de baixa disponibilidade
de agua como o cerrado. O objetivo deste trabalho foi, portanto, avaliar o envolvimento dos
frutanos na tolerancia ao déficit hidrico em plantas de V. herbacea submetidas a suspensao total

de regas.
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Material e Métodos

Material vegetal e condicées de cultivo

Foram utilizadas plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby com aproximadamente um
ano ¢ meio de idade, obtidas por propagacdo vegetativa a partir de fragmentos de rizoéforos de
plantas adultas, coletadas na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, SP (22°
18 S, 47° 11° W) (Carvalho et al. 1997). As plantas foram cultivadas em vasos individuais de 3
litros contendo terra de cerrado e mantidas em casa de vegetacdo durante todo o periodo
experimental. Foram efetuadas medidas diarias das temperaturas maxima e minima, com as quais
calculou-se a temperatura média compensada (Tp = (0,29.Twmin) + (0,71.Thax)), conforme
Goudriaan & Laar 1994, assim como medidas da umidade relativa do ar, calculada com base nas

leituras dos termometros de bulbo imido e seco realizadas as 07:00 e 14:00 h.

Tratamento e amostragem

As plantas foram divididas em 3 lotes: um lote que recebeu regas didrias (controle), outro
mantido em suspensao total de rega (tratado) e um terceiro, mantido em suspensdo de rega e re-
irrigado no 10° dia (re-irrigado). As coletas foram realizadas no inicio do experimento (tempo
zero), e aos 3, 7, 10, 12, 17 e 22 dias apds o inicio do experimento. O dia da re-irrigagdo foi
determinado pelo aspecto de murcha apresentado pelas plantas.

Em cada ponto de amostragem foram coletadas 3 amostras de cada tratamento, sendo que
cada amostra foi constituida de 3 plantas. Apds lavagem e congelamento em nitrogénio liquido,
amostras de rizéforos foram armazenadas a -80 °C até a realizacdo das extracdes de carboidratos,
enzimas e prolina. Foram feitas determinagdes da massa de matéria fresca (MF) e seca (MS) da
parte aérea, rizdforos e raizes, assim como medidas de potencial hidrico das folhas e do solo em

cada ponto de amostragem. As coletas foram realizadas entre 7:00 e 9:00 h, aproximadamente.

Umidade do solo (Us,,) € potencial hidrico do solo (Wy, s010)
A cada amostragem de plantas para as analises bioquimicas, a umidade do solo nos vasos
foi determinada por gravimetria (Blake 1965). Para tal, amostras de solo foram obtidas de cada

. L. L, 3 .
vaso utilizando-se anéis volumétricos de 80 cm’, sendo determinados o peso fresco



60

imediatamente apos a coleta e o peso seco apds 72 h de secagem da amostra em estufa ventilada a
70 °C. A umidade do solo (Us,) foi calculada a partir da formula:
Usolo(%) = MF — MS x 100 (1)
MS - Ta
Em que:
MF = massa fresca da amostra de solo;
MS = massa seca da amostra de solo;

Ta = tara do anel volumétrico.

Nas mesmas amostras coletadas conforme descrito anteriormente para determinagdo da
Usolo, foram realizadas medidas pontuais do ¥ so10. Para tal, utilizou-se um psicrometro de ponto

de orvalho (Modelo Decagon WP4). As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:00 h.

Conteudo de agua (%)
O contetudo de 4gua da parte aérea e do rizoéforo foi determinado a partir da férmula:
TU(%) = MF — MS x100 )
MF
Em que:
MF = massa fresca da amostra, determinada imediatamente apds a coleta;
MS = massa seca da amostra apds secagem em estufa a 60 °C (parte aérea) e apods

liofilizagdo (rizéforos).

Potencial hidrico da parte aérea (‘W,,;,) e do rizéforo (Wy,,)

Foram realizadas medidas do ¥, das plantas no periodo da antemanha, entre 4:00 e 5:00
h. Para tal foi utilizada uma bomba de pressdo tipo Scholander, Modelo 1000 (PMS Instrument
Co., UTAH, EUA).

O Yy foi medido no suco celular extraido dos rizoforos, utilizando-se um
microvoltimetro de ponto de orvalho modelo HR-33T (Wescor, Logan-UTAH) e camaras
psicrométricas modelo C-52 (Weser) com o aparelho trabalhando no modo higrométrico, no

Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto Agronomico. O suco celular previamente coletado
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dos rizoforos foi armazenado em tubos tipo eppendorf e congelado até o momento das medidas.

Para cada medida foram utilizados 10 pL de suco celular.

Taxas de assimilacio liquida de CO, (A), condutincia estomatica (g;) e
transpiracio (E)

Medidas instantdneas de assimilacdo liquida de CO,(4) (umol m? s™), condutincia
estomatica (g;) (mol m™ s™) e transpira¢io (E) (mmol m™ s™) foram realizadas entre 09:00 ¢
12:00 h, sob condigdes saturantes de luz (PAR= 450 pmol m™s™) e temperatura controlada de 28
+ 2 °C, (Cuzzuol et al. 2008), utilizando-se um analisador de gases no infravermelho (IRGA;
CIRAS-2, PP Systems). As medidas foram realizadas na primeira folha totalmente expandida, a
partir do &pice, em 3 plantas de cada tratamento. A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi calculada

como a relacdo entre a assimilagdo liquida e a transpiragdo (EUA = A/E).

Dosagem de prolina livre

A estimativa do teor de prolina livre foi realizada conforme a metodologia de Bates ef al.
(1973). Amostras de tecido vegetal previamente liofilizadas foram maceradas em 4cido
sulfossalicilico 3%. Apds centrifugagdo a 3000 g, o sobrenadante foi coletado e aliquotas foram
transferidas para tubos de ensaio contendo ninhidrina acida (1,25 g de ninhidrina; 30 mL de 4cido
acético glacial e 20 mL de acido fosforico 6 M) e acido acético glacial concentrado. Em seguida,
a mistura foi homogeneizada e os tubos hermeticamente fechados foram acondicionados em
banho-maria, a 100 °C, durante 1 hora. A reacdo foi interrompida por meio de uma reducdo
imediata da temperatura em banho de gelo. Em seguida, tolueno foi adicionado ao meio de reacao
e, apos agitagdo vigorosa por aproximadamente 15 s, duas fases foram formadas: a fase aquosa
superior, de coloragdo avermelhada (cromoéforo + tolueno) foi recuperada e submetida a uma
leitura em espectrofotdmetro, a 520 nm. Os teores de prolina foram estimados com base em uma

reta padrdo ajustada a partir de concentracdes crescentes de L-prolina.

Extraciao enzimatica
A extragdo e determinagdo das atividades enzimaticas foram realizadas conforme descrito

em Asega & Carvalho (2004). Os rizoforos foram homogeneizados em tampao citrato—fosfato

(Mcllvaine) 50 mM pH 5,5, contendo 2 mM de EDTA, 5 mM de é4cido ascorbico, 2 mM de B-
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mercaptoetanol e 10% de polivinil polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi
mantido em repouso por 30 min e, em seguida, filtrado em nylon duplo. Ao filtrado foi
adicionado sulfato de amoénio a 20% de saturagdo, sendo a mistura mantida em repouso por uma
noite. Apos centrifugagdo a 12000 g por 20 min a 5 °C, o precipitado foi descartado e ao
sobrenadante foi adicionado sulfato de amonio a 80% de saturacdo. A mistura foi mantida em
repouso por 1 hora. Apds centrifugacao por 20 min a 17000 g, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido no tampao de extragdo. O extrato foi dessalinizado em colunas de Bio
Gel P-6 DG e submetido aos ensaios de atividade enzimatica. Toda a manipulagdo do material
durante a extracdo foi realizada a 5 °C. O conteudo de proteina nos extratos foi determinado pelo
método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (Sigma) (1 pg pL™) como

padrao.

Ensaio Enzimatico

As misturas de incubacao foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
proporg¢ao de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampdo Mc Ilvaine 50 mM, pH 4,5.
Os extratos foram incubados a 30 °C utilizando-se substratos nas concentragdes finais de 200 mM
de sacarose (Sigma) para a atividade de SST, 50 mM de sacarose (Sigma) para a atividade de
invertase, 200 mM de 1-cestose para a atividade de FFT e 5% de inulina de Helianthus tuberosus
(Sigma) para a atividade de FEH. O tempo de incubagdo foi de 1 hora para a atividade da SST e
da FFT, 4 h para a invertase ¢ de 30 min a FEH. As misturas de incubacdo foram submetidas a

fervura para interrupgao da reagao.

Analise das Atividades Enzimaticas

Para a determinacao das atividades da SST e FFT, amostras das misturas de incubacgao
foram diluidas (200x) em 4agua deionizada e analisadas por cromatografia de troca anidnica de
alta resolu¢do com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema de
cromatrografia Dionex modelo ICS-3000, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mM). A
elui¢do dos carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150 mM de
hidroxido de s6dio) e eluente B (500 mM de acetato de sédio em 150 mM de NaOH) com a
seguinte programacao: 0 - 2 min, 25 mM; 2,1 - 8 min, 50 mM; 8,1 — 10 min, 350 mM; 10,1 — 12
min, 500 mM; 12,1 — 17 min, 25 mM. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,4 s, 0,41 - 0,6 s,
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0,61 - 1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente e o fluxo aplicado foi de 0,25 mL min’. A
quantificagdo foi feita através da area do pico da 1-cestose e nistose, para atividades da SST e
FFT, respectivamente, utilizando padrdo externo. A atividade de FEH foi determinada pela
quantidade de frutose liberada na mistura de incubagdo, por quantificacio do agucar redutor
(Somogyi 1945), utilizando frutose (Sigma) como padrdo. Para a determinacdo da atividade da
invertase, as misturas de incubagdo foram analisadas por HPAEC/PAD em sistema Dionex
modelo ICS-3000, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 X 250 mm) e programa isocratico de
100 mM de hidroxido de sodio. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,4 s, 0,41 - 0,6 s, 0,61 -
1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente ¢ o fluxo aplicado foi de 0,25 mL min’. A

atividade de invertase foi determinada pela area do pico da frutose, utilizando-se padrao externo.

Extracio de carboidratos soluveis

Amostras liofilizadas de rizéforos foram pesadas para a determinacdo da massa de
matéria seca e, entdo, submetidas a extracdo de carboidratos conforme Carvalho et al. (1998)
modificado. As amostras foram pulverizadas em almofariz, colocadas em etanol 80% e mantidas
em banho-maria a 80 °C por 15 min, sendo entdo centrifugadas a 700 g por 15 min Os
precipitados foram re-extraidos duas vezes. Os sobrenadantes etanolicos foram reunidos e
reservados. Os residuos finais foram extraidos duas vezes em agua a 60 °C por 30 min e filtrados
a vacuo em tecido de algodao. Os sobrenadantes etanolicos e os filtrados aquosos foram reunidos,
concentrados em evaporador rotatério e o extrato final (extrato bruto) foi submetido a
precipitagdo a frio com trés volumes de etanol, para separagdo das fracdes de fruto-oligo
(sobrenadante) e polissacarideos (precipitado) apos centrifuga¢ao a 2900 g por 10 min a 5 °C. O
sobrenadante, contendo a fragdo de fruto-oligossacarideos, foi concentrado em evaporador
rotatorio para a retirada de etanol, e o precipitado que consistiu da fracdo de polissacarideos foi

ressuspendido e solubilizado em agua.

Analise quantitativa e qualitativa dos frutanos

Os conteudos de frutose livre e ligada foram determinados no extrato bruto e nas fragdes
de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos, separadamente, pelo método de antrona
modificado (Jermyn 1956) para cetoses. Os teores de frutanos foram estimados com base em uma

reta padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de frutose.
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Para as analises qualitativas, as amostras de fruto-oligossacarideos foram submetidas a
deionizagdo em colunas de troca idnica contendo resinas nas formas cationicas (Dowex 50 WX8
- 100) e anidnica (Dowex 1 X 8 - 100) (Carvalho & Dietrich 1993). Em seguida foram filtradas
em membranas de 0,45 um e analisadas por cromatografia de troca anidnica de alta resolugdo
com deteccdo por pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo ICS 3000
utilizando coluna CarboPac PA1 (2 X 250 mm) e concentracao de 400 pg mL" em equivalentes
de frutose, conforme Asega et al. (2008). O gradiente para separagao dos componentes da série
homologa da inulina foi estabelecido misturando-se o eluente A (150 mM de hidroxido de sodio)
e eluente B (500 mM de acetato de s6dio em 150 mM de hidroxido de sddio) na seguinte
programacao: 0 — 2 min, 25 mM; 2,1— 8 min, 50 mM; 8,1 — 28 min, 350 mM; 28,1 — 30 min, 500
mM; 30,1 — 35 min, 25 mM. O contetdo de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose e nistose foi
estimado pelas respectivas areas dos picos referentes a cada um destes acucares, utilizando-se

padrdes externos.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados por meio de correlagdes simples (Pearson), entre pardmetros
que avaliam o status hidrico das plantas (teor de umidade e potencial hidrico da parte aérea e dos
rizoforos) e os outros parametros analisados. Foi utilizado o teste “t” de Student para avaliar a

significancia das correlacdes.
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Resultados

Na figura 1 sdo apresentados os dados de temperatura e umidade relativa do ar durante os
22 dias de experimento. Neste periodo, a temperatura média do ar no interior da casa de
vegetacdo foi de 23 °C, com méxima de 30 °C e minima de 11 °C. A umidade relativa média do

ar foi 84%, com maxima de 95% e minima de 70%.
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Figura 1 — (A) medidas diarias da temperatura maxima (0), minima (o) ¢ média (A) do ar ¢ (B) medidas

da umidade relativa do ar registradas nos periodos da manha (o) e da tarde (0).

A umidade do solo manteve-se praticamente constante nos vasos controle (Figura 2A).
Por outro lado, a suspensao de rega proporcionou valores de umidade abaixo dos 5%, alcancados
aos 10 dias apos o inicio do tratamento e sem muitas variagdes até¢ o final do experimento. Os
solos que foram re-irrigados no 10° dia do experimento recuperaram a umidade em 2 dias e
voltaram a apresentar valores semelhantes aos do controle. A partir do 3° dia de experimento, o
potencial hidrico do solo (Figura 2B) apresentou decréscimo acentuado nos vasos das plantas sob
déficit hidrico, sendo que o menor valor de aproximadamente -17 MPa, observado aos 22 dias
apds a suspensdo, coincidiu com os menores valores de umidade do solo (Figura 2A). No
controle, o ¥, solo apresentou valor minimo de -0,3MPa, sem grandes variagdes ao longo do
periodo experimental (Figura 2B). Nos vasos re-irrigados, o ¥ solo Voltou a apresentar valores

semelhantes ao controle 2 dias apds a re-irrigagao.
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Figura 2 — Medidas de umidade (A) e potencial hidrico do solo (B) dos vasos submetidos a rega diaria
(controle - m), a suspensdo de rega (tratado - o) e a re-irrigacdo (re-irrigado - @). As setas indicam o dia da

re-irrigag@o. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

Nas plantas controle, os teores de umidade da parte aérea e do rizoforo mantiveram-se
inalterados durante todo o periodo experimental (Figura 3). As plantas submetidas a suspensao de
rega apresentaram uma queda no teor de umidade a partir do 7° dia de experimento. As plantas
que foram re-irrigadas no 10° dia apresentaram um aumento no teor de umidade 2 dias depois,
apresentando status hidrico proximo ao das plantas controle (Figura 3). Observa-se que, no
rizoforo das plantas tratadas, o teor de umidade ndo sofreu alteragdes a partir do 12° dia (Figura

3B), enquanto nas folhas ocorreu diminui¢do do 7° ao 17° dia (Figura 3?).
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Figura 3 — Teor de umidade (%) da parte aérea (A) e do rizéforo (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a rega diaria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®).

As setas indicam o dia da re-irrigag@o. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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Assim como no solo, o potencial hidrico da parte aérea diminuiu a partir do 7° dia de
experimento nas plantas tratadas, atingindo cerca de -1,7 MPa aos 12 dias. Nos dois ultimos
pontos de coleta (17 e 22 dias), ndo foi possivel realizar as medidas de potencial hidrico da parte
aérea devido a senescéncia da mesma. Os valores mantiveram-se praticamente constantes nas
plantas controle até o final do periodo estudado. As plantas que foram re-irrigadas no 10° dia
apresentaram um aumento do potencial hidrico 2 dias depois, apresentando valores semelhantes
aos das plantas controle (Figura 4A).

O potencial hidrico dos rizéforos apresentou diminuicdo a partir do 7° dia,
semelhantemente a parte aérea, atingindo cerca de -6,0 MPa no 22° dia apos o inicio da
suspensdo de rega. Nas plantas que foram re-irrigadas, os valores assemelharam-se aqueles
encontrados nas plantas controle, cujos valores mantiveram-se praticamente inalterados durante o

experimento (Figura 4B).
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Figura 4 — Potencial hidrico ( ¥,,) da parte aérea (A) e dos rizoforos (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a rega diaria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®).

As setas indicam o dia da re-irrigag@o. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

Aos 7 dias de experimento, algumas plantas do lote mantido em suspensdo de rega
apresentaram sinais de murcha em suas folhas (Figura 5). Aos 12 dias, os rizoforos das plantas
re-irrigadas ja haviam recuperado seu status hidrico inicial, conforme demonstram as figuras 3, 4
e 6. Aos 17 dias, as plantas re-irrigadas comecaram a apresentar rebrota de ramos aéreos (Figura
7). Nas plantas mantidas sob suspensdo de rega as folhas passaram a apresentar sinais de

senescéncia a partir do 10° dia (Figura 8).
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Figura 5 - Plantas de Vernonia herbacea 7 dias apds o inicio do experimento. Planta do controle

(esquerda) e planta mantida sob suspensdo de rega (direita). Notar os sinais de murcha nas folhas (seta).

Figura 6 - Plantas de Vernonia herbacea 12 dias ap6s o inicio do experimento. A partir da esquerda:
controle, suspensdo de rega e re-irrigada. Notar o aspecto dos rizoéforos das plantas re-irrigadas

assemelhando-se ao controle (seta).
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Figura 7 - Plantas de Vernonia herbacea que foram re-irrigadas rebrotando aos 17 dias ap6s o inicio do

experimento (A). Detalhe do riz6foro com brotos (setas) (B).

Figura 8 - Plantas de Vernonia herbacea 10 dias apo6s o inicio do experimento. Planta controle
(esquerda) e planta mantida sob suspensa de rega (direita). Notar parte aérea em inicio de senescéncia

(seta).

Os valores de teor de umidade apresentaram correlagdo positiva com a assimilagdo

fotossintética (4) (r=0,91 P=0,013) (Figura 9A), com a condutancia estomatica (g;) (r=0,85
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P=0,032) (Figura 9B) e com a transpiracdo (E) (r=0,88 P=0,019) (Figura 9C) em relagdo as
plantas controle. A eficiéncia do uso da agua (EUA) (Figura 9D) nas plantas tratadas aumentou
entre o 3° e o 7° dia, mas a partir do 12° dia, ndo foi possivel realizar as medidas devido a
senescéncia da parte aérea. Logo apos a re-irrigagdo, as plantas apresentaram aumento nestes 3
parametros, porém os valores atingidos ficaram abaixo daqueles verificados nas plantas controle,

nas quais, esses parametros mantiveram-se bastante estaveis durante o periodo experimental.
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Figura 9 — Assimilagdo fotossintética (A), transpira¢do (B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia do
uso da agua (EUA) (D) em folhas de Vernonia herbacea submetidas a rega diaria (controle - m), a
suspensdo de rega (tratado - 0) e a re-irrigacdo (re-irrigado - ®). As setas indicam o dia da re-irrigagdo. As

barras indicam o erro padrao da média (n=3).

Os contetudos de prolina livre nas folhas e rizoforos sdo apresentados na figura 10. As
plantas controle apresentaram contetido de prolina proximo de zero durante todo o periodo
experimental tanto nas folhas como nos rizéforos. Ao contrario, o conteudo de prolina nas plantas

submetidas ao déficit hidrico aumentou a partir do 7° dia de experimento, em ambos os orgaos, e
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continuou elevado até¢ o final do periodo de deficiéncia hidrica. As plantas submetidas a re-
irrigagao apresentaram diminuicao gradual do conteudo de prolina logo apds o 10° dia até valores
proximos aos do controle. O aumento do conteudo desse aminoacido correlacionou-se
negativamente a diminui¢cdo do conteudo de agua dos respectivos 6rgaos e as curvas de aumento
em folhas e rizéforos diferiram entre si (Figura 10). Nas folhas (r=-0,92 P=0,010) houve um
pequeno aumento até o 7° dia, seguido de um aumento exponencial até o 10° dia e novamente um
pequeno aumento entre o 12° e 22° dias, tendendo a estabilizagdo. Nos rizéforos (r=-0,81

P=0,052) houve um aumento exponencial a partir do 10° dia até o final do experimento.
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Figura 10 — Conteudo de prolina em folhas (A) e rizéforos (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a rega didria (controle - m), a suspensdo de rega (tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®).

As setas indicam o dia da re-irrigag@o. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A figura 11 mostra a atividade das enzimas do metabolismo de frutanos. No inicio do
experimento, a enzima que apresentou maior atividade foi a FFT, seguida da SST, FEH e
invertase.

A SST apresentou um aumento inicial de atividade em ambos os tratamentos. Nas plantas
controle a atividade se manteve com pequenas variagdes, exceto pela diminuicdo observada no
10° dia de experimento. Ja nas plantas tratadas, houve uma diminui¢@o da atividade aos 7 dias e a
enzima apresentou as maiores taxas de atividade entre o 10° e 12° dia do experimento. Nas
plantas re-irrigadas houve diminui¢do apos o fornecimento de agua (Figura 11A).

Nas plantas controle, a atividade da FFT apresentou pequenas alteracdes. Naquelas

mantidas sob suspensdo de rega, ocorreu aumento da atividade a partir do 7° dia de experimento,
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seguida de uma queda gradual a partir do 17° dia. Apds o fornecimento de agua, aos 10 dias,
ocorreu diminuicao da atividade dessa enzima. (Figura 11B).

A atividade da FEH aumentou a partir do 7° dia de experimento nas plantas tratadas,
apresentando atividade maxima no 12° dia (Figura 11C). Nas plantas controle, a atividade da
FEH apresentou menores variagdes durante todo periodo e as plantas submetidas a re-irrigacao
apresentaram diminui¢do da atividade até valores proximos aos encontrados nas plantas do
controle.

A atividade da invertase foi inicialmente baixa e ndo apresentou diferengas entre os
tratamentos até o 7° dia, a partir do qual apresentou aumento nas plantas mantidas em suspensao
de rega. Nas plantas que foram re-irrigadas, a atividade dessa enzima diminuiu apds a re-

irrigacdo, apresentando valores proximos aos do controle (Figura 11D).
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Figura 11 - Atividade da SST (A), FFT (B), FEH (C) e invertase (D) em rizoforos de plantas de Vernonia
herbacea nos rizéforos de plantas de V. herbacea submetidas a rega diaria (controle - m), a suspenséo de
rega (tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®). As setas indicam o dia da re-irrigagdo. As barras
indicam o erro padrao da média (n=3).

O contetido de frutano total apresentou, em geral, uma diminui¢do tanto nos rizéforos de
plantas tratadas quanto nos de plantas controle durante o periodo experimental (Figura 12A). Os
fruto-oligossacarideos (Figura 12B) apresentaram uma diminui¢do inicial em ambos os grupos de
plantas, mas ap0ds o 3° dia, e até o 12° dia, as plantas controle apresentaram teores mais elevados
do que as tratadas. Ap0s a re-irrigacao ocorreu um aumento € os teores mantiveram-se acima dos
teores de plantas controle e das submetidas a suspensdo total de rega. Ao final do periodo
experimental as plantas sob suspensdo total e as re-irrigadas apresentaram teores semelhantes
entre si e superiores aos de plantas controle. O contetido de fruto-polissacarideos (Figura 12C)
aumentou nas plantas controle e naquelas sob suspensdo de rega, até o 7° dia, a partir do qual
sofreu decréscimo nos rizoforos das plantas sob déficit hidrico, mas manteve-se relativamente

constante nos de plantas controle. Apos a re-irrigagdo as plantas apresentaram uma tendéncia de
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aumento desta fracdo, semelhantemente as plantas controle, uma diminui¢do acentuada no 17° dia

€ novamente um aumento no 22° dia.
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Figura 12 - Conteudo de frutano total (A), fruto-oligossacarideos (B) e fruto-polissacarideos (C) em

rizoforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a rega diaria (controle - m), a suspensdo de rega
(tratado - 0) e a re-irrigagdo (re-irrigado - ®). As setas indicam o dia da re-irrigagdo. As barras indicam o

erro padrdo da média (n=3).
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Com relagdo a razao fruto-oligo:fruto-polissacarideos (Figura 13), houve uma diminui¢ao
nas plantas controle no 3° dia seguido de uma diminui¢do nas plantas tratadas, no 7° dia. Nestas
ultimas, verificou-se um aumento desta razdo entre o 12° e 22° dia. As plantas re-irrigadas
apresentaram um nitido aumento desta razdo 7 dias ap0s a re-irrigagao, seguido de queda aos 22
dias.
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Figura 13 — Razdo fruto-oligossacarideos:fruto-polissacarideos em rizoforos de plantas de Vernonia
herbacea submetidas a rega diaria (controle - m), & suspensao de rega (tratado - o) e a re-irrigagdo (re-

irrigado - @). A seta indica o dia da re-irrigacao.

O contetido de agucar redutor nos rizéforos das plantas controle diminuiu ao longo do
periodo experimental, especialmente até o 17° dia. J& nos rizéforos das plantas submetidas a
suspensdo de rega, o conteido aumentou gradualmente até o 10° dia e apresentou pequenas
variagdes até o final do periodo experimental. Apds o 10° dia, as plantas que foram re-irrigadas
apresentaram diminui¢do no conteudo de acucar redutor, acompanhando a diminuicao

apresentada pelas plantas controle (Figura 14).
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Figura 14 — Contetido de agtcar redutor em rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a rega
diaria (controle - m), a suspensao de rega (tratado - 0) e a re-irrigacao (re-irrigado - ®). As setas indicam o

dia da re-irriga¢ao. As barras indicam o erro padrao da média (n=3).

As andlises qualitativas das fragdes de fruto-oligossacarideos por cromatografia de troca
anionica de alta resolucdo (HPAEC/PAD) sao mostradas na figura 15. Observa-se que nas plantas
controle ndo houve diferencas notaveis no perfil dos oligossacarideos. Entretanto, nas plantas
mantidas sob deficiéncia hidrica, a partir do 10° dia, houve um nitido aumento na propor¢ao dos
monossacarideos glucose e frutose em relagdo aos demais membros da fracdo de fruto-
oligossacarideos. Nas plantas submetidas a re-irrigagdo, observa-se um retorno gradual aos perfis
encontrados nas plantas controle, 2 dias apds a re-irrigagao.

O teor de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose e nistose obtidos pela HPAEC/PAD sdo
apresentados na figura 16. Nas plantas mantidas sob déficit hidrico, houve um aumento
conspicuo do conteudo de glucose entre o 7° e 10° dias e outro entre o 17° e 22° dias do
experimento. Apds a re-irrigacdo, o conteido de glucose diminuiu rapidamente, alcancando
valores baixos, semelhantes aos das plantas controle. O padrdo observado nas mudangas no
conteudo de frutose foi semelhante ao da glucose, mas as concentragdes de frutose foram mais
elevadas. Nas plantas submetidas a suspensdo de rega a sacarose diminuiu até¢ o 10° dia, apods o
qual ocorreu um aumento gradual até o 22° dia. Por outro lado, logo apds a re-irrigacdo as plantas
apresentaram um aumento conspicuo até o 12° dia, seguido de pequena diminui¢do. Os contetidos
de sacarose, 1-cestose e nistose das plantas controle apresentaram aumento conspicuo no 10° dia,

seguido de diminuicdo até o final do experimento. Nas plantas tratadas, os contetidos de 1-cestose
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e nistose diminuiram gradualmente até o 12° dia, apds o que mantiveram-se até o final. Nas

plantas re-irrigadas houve aumento de ambos, 2 dias apds a re-irrigagao.
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Figura 16 — Quantificagdo de glucose (A), frutose (B), sacarose (C), 1-cestose (D) e nistose (E) da fragdo
de fruto-oligossacarideos por HPAEC/PAD nos rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a
rega didria (controle - m), & suspensdo de rega (tratado - 0) e a re-irrigacdo (re-irrigado - ®). As setas

indicam o dia da re-irrigagdo. As barras indicam o erro padrao da média (n=3).
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Discussao

O método de indugdo ao estresse hidrico nesse experimento permitiu o desenvolvimento
gradual do déficit hidrico na planta e no solo, como indicado pelas medidas de potencial hidrico e
teores de umidade. De modo geral, o déficit hidrico imposto foi suficiente para gerar alteracdes
no conteudo e no estado termodinamico da dgua no solo e nas plantas, que por sua vez afetaram
0s processos fisiologicos e bioquimicos como a fotossintese, a sintese de prolina e o metabolismo
de frutanos nas plantas de V. herbacea.

Em uma anélise conjunta dos parametros de teor de umidade e potencial hidrico do solo e
das plantas pode-se observar que pequenas variacdes quantitativas de agua, isto €, no teor de
umidade do solo, causaram grandes variagdes no potencial hidrico dos solos, da parte aérea e dos
rizéforos, principalmente a partir do 7° dia de experimento. E possivel também observar que, até
o 7° dia, as redugdes no potencial hidrico se deveram mais as diminui¢des no contetido de agua e,
deste periodo em diante, tais reducdes se deveram mais as alteracdes no estado termodinamico da
agua nos tecidos vegetais, provavelmente causados pelo acimulo de solutos compativeis
osmoticamente ativos, aspecto que serd mais bem discutido juntamente com os resultados do
contetdo de prolina e metabolismo de carboidratos.

No solo, a manutencdo do teor de umidade na faixa de 5 a 3% a partir do 10° dia de
suspensao de rega sugere o alcance do ponto de murcha permanente (Kramer 1995). A partir
deste mesmo periodo, observou-se, também, que o teor de umidade dos rizoéforos foi mantido em
cerca de 40% até o final do experimento; no entanto as redu¢des no potencial hidrico da parte
aérea e dos rizoforos persistiram, indicando que outro fator além da perda de agua estaria
influenciando esta reducao.

Dentre as primeiras mudangas que ocorrem em plantas expostas a condi¢oes de seca esta a
reducdo da perda de agua durante a transpiragdo, através da regulacdo da abertura dos estomatos,
sendo este um dos principais fatores que determinam a assimila¢do de CO, e o crescimento das
plantas (Burgess 2006). De fato, nas plantas de V. herbacea mantidas em suspensdo de rega, os
decréscimos na condutancia estomatica (r=0,88 P=0,019), em resposta a deficiéncia hidrica
imposta, parece ter sido o principal fator limitante da fotossintese. Com efeito, aumentos na
condutancia estomatica e, por extensdo, na transpiracdo e taxas fotossintéticas foram observados
apos a re-irrigagdo das plantas.

As taxas fotossintéticas observadas nas plantas irrigadas diariamente foram semelhantes

as obtidas por Cuzzuol et al. (2008), que, sob condi¢des de alta umidade do solo, demonstraram
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que o suprimento de nitrogénio afeta significativamente a fotossintese e a producao de frutanos
em V. herbacea. Este experimento também demonstra que, a exemplo do nitrogénio, a baixa
disponibilidade hidrica afeta a fotossintese (=0,91 P=0,013) e que essa limitacdo se da
principalmente pela limitacdo estomatica (r=0,96 P=0,003). A eficiéncia do uso da agua (EUA)
manteve-se praticamente constante nas plantas irrigadas diariamente, porém com maior variagao
nas plantas submetidas ao déficit hidrico. A manutencdo de 50% das taxas fotossintéticas pelas
plantas sob déficit hidrico até o 7° e 10° dias apds a suspensdo da rega, associada as redugdes de
aproximadamente 84% na condutancia estomadtica, favoreceram o aumento da EUAi. Tais
aumentos podem ser considerados circunstanciais, visto que a partir do 12° dia as folhas das
plantas sob déficit hidrico senesceram e a EUA decresceu nas plantas re-irrigadas.

A sintese de osmoprotetores ¢ um dos mecanismos de adaptacdo a deficiéncia de agua.
Essas moléculas, que agem no balangco osmdtico, sdo acumuladas nas células em resposta ao
estresse da seca e sao degradadas quando a dgua torna-se disponivel novamente (Tabaeizadeh
1998).

No presente estudo, as plantas sob déficit hidrico apresentaram um contetudo elevado de
prolina tanto nas folhas como nos rizéforos. Esse aumento de prolina foi suave no inicio e, apds o
7° dia houve um aumento exponencial desse conteudo, que continuou nos rizéforos até o final do
experimento e estabilizou-se nas folhas apds a senescéncia das mesmas a partir do 10° dia.

A prolina desempenha um papel importante na protecdo de plantas expostas a estresses
abioticos, conferindo ajuste osmdtico junto ao aumento no contetido de outros osmolitos. Como
sua quantidade muitas vezes representa uma por¢ao muito pequena do ajuste osmotico, outras
funcdes sugeridas para a prolina sdo a desintoxicacao de espécies reativas de oxigénio e interacao
com residuos de proteinas hidrofobicas. Além disso, a prolina e outros osmdlitos podem atuar
como moléculas sinalizadoras ou reguladoras, capazes de ativar multiplas respostas do processo
de adaptacdo a estresses ambientais (Maggio ef al. 2002). O conteudo de prolina encontrado no
presente estudo foi elevado, com valores semelhantes observados nas folhas (~20 pmol g MS) e
nos rizéforos (~25 umol g' MS). Tais valores sugerem a atuagdo deste aminoacido no
ajustamento osmotico das plantas, principalmente nos rizéforos, nos quais os teores de umidade e
a diminui¢do do potencial hidrico foram correlacionados com o aumento desse aminoacido (r=-
0,97 P=0,002). No entanto, o papel da prolina nas respostas de V. hebacea ao déficit hidrico deve

ser mais bem investigado, uma vez que, ao contrario dos rizéforos, na parte aérea, mesmo
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apresentando alto teor de prolina, ndo houve manutencdo do teor de umidade e ocorreu a
senescéncia das folhas.

Estudos realizados em plantas intactas e fragmentos de rizéforos isolados de Vernonia
herbacea mostraram que a deficiéncia de dgua promoveu um aumento de frutose livre e de
oligossacarideos com baixo peso molecular nos tecidos (Dias-Tagliacozzo et al. 2004).

No presente estudo, ocorreu um aumento na propor¢ao de oligossacarideos, evidenciado
pela maior razdo fruto-oligo: fruto-polissacarideos nas plantas sob suspensdo de rega verificado
apos o 12° dia de experimento. Na andlise das fragdes de fruto-oligossacarideos em
HPAEC/PAD, observou-se um nitido aumento na propor¢ao de monossacarideos em relagdo aos
demais oligossacarideos da série da inulina ja a partir do 10° dia.

Segundo Spollen & Nelson (1994), os carboidratos mais eficientes na diminuicdo do
potencial osmoético sdo as hexoses e a sacarose. Como os frutanos podem ser rapidamente
mobilizados a frutose e sacarose, produtos de sua despolimerizagao, estes compostos podem atuar
na sobrevivéncia de plantas mantidas sob deficiéncia hidrica e, portanto, na tolerancia a seca.
Neste trabalho, o aumento da razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos foi correlacionado a
diminuic¢do gradual do potencial hidrico dos rizéforos (r=-1,00 P=0,000), cujo teor de umidade
manteve-se inalterado apds o 10° dia de suspensdo de rega, indicando a ocorréncia de ajuste
osmotico. Além disso, os valores de potencial hidrico dos rizoforos foram correlacionados
negativamente com o aumento do conteudo de glucose (r=-0,85 P=0,031) e de frutose (r=-0,95
P=0,003), sugerindo a ocorréncia de ajuste osmoético na presenca de produtos de degradagdo dos
futanos.

A diminui¢ao do conteudo de agtcar redutor e da prolina observada apos a re-irrigagao ¢
consistente com a idéia de que esses solutos organicos sao utilizados como fonte de energia pelas
plantas mantidas sob déficit hidrico durante sua recuperacdo apos o fornecimento de agua,
conforme proposto por Mohammadkhani & Heidari (2008).

Dias-Tagliacozzo et al. (2004) sugeriram que o aumento de carboidratos de baixo grau de
polimerizagdo poderia estar relacionado a atuacdo da FEH dos tecidos, através da qual ocorre
liberacdo de frutose. As medidas das atividades enzimaticas das plantas que ficaram sob
deficiéncia hidrica mostraram que a hidrodlise dos frutanos foi devida ao aumento da atividade da
FEH. Em trigo (Virgona & Barlow 1991, Yang et al. 2004), chicoria (Van den Ende et al. 1998)
e gramineas do género Festuca (Spolen & Nelson 1994, Clark et al. 2004) sob déficit hidrico,
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também ocorreu hidrolise dos frutanos, ocasionando um aumento no contetido de agucares de
baixo peso molecular, principalmente a frutose.

O aumento da atividade de FEH verificado em plantas submetidas ao déficit hidrico
sugere que nesta condi¢ao esta enzima também desempenha uma func¢do de sobrevivéncia para a
planta, conforme havia sido sugerido por De Roover et al. (1999) para chicoria sob seca e por
Asega & Carvalho (2004) para plantas de V. herbacea submetidas a desfolhacdo, quando a FEH ¢
ativada por um aumento da demanda de energia.

Aos 17 dias de experimento, 7 dias apoés a re-irrigagdo, ocorreu um aumento da razdo
fruto-oligo: fruto-polissacarideos. Supdem-se que esse aumento tenha ocorrido, pelo menos em
parte, devido a rebrota de novos ramos aéreos nessas plantas apos a recuperacao do status hidrico,
tendo como substrato especialmente os frutanos de cadeias mais longas.

Assim como no experimento anterior, apresentado no capitulo I, as enzimas de sintese,
SST e FFT, apresentaram, no decorrer do experimento, aumento de atividade antes da FEH nas
plantas mantidas sob déficit hidrico. Em geral, a expressao génica de frutosiltransferases parece
ser principalmente controlada pelo nivel de sacarose, que as induz positivamente, do que
diretamente pela seca ou frio (Van den Ende & Van Laere 2007). Segundo De Roover (2000),
uma seca suave diminui o crescimento, mas ndo a fotossintese, levando a um excesso de
sacarose, que age tanto na indu¢do da biossintese de frutanos quanto como substrato para a acao
dessas enzimas.

Apesar de ter ocorrido diminui¢do da fotossintese nas plantas tratadas logo no inicio do
experimento, o contetido de sacarose permaneceu estavel até o 7° dia, a partir do qual as enzimas
de sintese passaram a atuar. Houve, entdo, a diminui¢ao desse carboidrato, que voltou a aumentar
provavelmente devido a agdo da FEH e/ou translocagdo dos agucares provenientes da senescéncia
dos ramos aéreos a partir do 10° dia de deficiéncia hidrica. Esses resultados corroboram a
hipotese de que, sob condigdes de seca, os carboidratos soliiveis sdo necessarios para manter a
turgescéncia e a parte subterrdnea da planta se torna um forte dreno, especialmente para a
sacarose (Sharp 1990).

Entretanto, um efeito direto do frio e/ou seca na expressdo de frutosiltransferases ndo
pode ser excluido. Kawakami & Yoshida (2002) verificaram que o contetido de aglicares soluveis
em trigo aumentou com o estresse hidrico. Adicionalmente, Xue et al. (2008) observou que o
nivel de RNA mensageiro das enzimas de sintese de frutanos foi correlacionado com o conteudo

desses carboidratos e a concentracdo de frutanos em trigo sob condi¢des de seca, demonstrando
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que a sintese de frutanos estd intimamente associada a estresses abidticos. Em plantas jovens de
chicoria, De Roover et al. (2000) observaram que a seca induziu a atividade de SST.

A SST ¢ a enzima que d inicio a sintese de frutanos (Van den Ende & Van Laere 1996) e
a FFT ¢ responsavel pelo padrao de distribuicdo do comprimento das cadeias de inulina
(Hellwege et al. 1998). O aumento da atividade dessas enzimas observado nas plantas tratadas
sugere sua atuacao na sintese de frutanos de baixo peso molecular que, por sua vez, atuam na
diminui¢do do potencial hidrico e na manutencao do teor de umidade nos tecidos do rizoforo.

Embora se saiba que a FEH e a SST apresentam atividades aumentadas em fases
diferentes do desenvolvimento das plantas, hd relatos na literatura da participacdo da FEH
durante o processo de biossintese de frutanos. Em trigo (Van de Ende et al. 2003), a FEH atua na
diminui¢do do comprimento das ramificacdes das moléculas de frutanos durante a sua biossintese
(triming process). Em Lolium temulentum L. (Cairns et al. 1997) e Smallanthus sonchifolius
(Poep.) H. Rob. (Itaya et al. 2002) também foram encontradas atividades concomitantes de FEH
e SST durante o seu cultivo. Desse modo, podemos sugerir que, no presente trabalho, que a agao
da FEH, junto as frutosiltransferases, tenha favorecido a redistribuicdo das moléculas de frutanos,
permitindo a atuacdo desses compostos no ajuste osmotico das plantas.

A presenga de frutanos nos rizoforos e as alteracdes verificadas no metabolismo destes
carboidratos durante a imposicao do déficit hidrico fornece evidéncias do seu papel na protecao
das plantas durante a seca e também indica que este possa ser um dos fatores que diferenciam a
resposta dos rizoforos e dos 6rgdos aéreos a seca nesta planta, conforme mencionado acima com
respeito ao conteudo de prolina.

Como Vernonia herbacea ¢ uma espécie de cerrado, o qual esta sujeito a periodos de seca
durante o inverno (Eiten 1972), as mudangas no metabolismo de frutanos, nos teores de prolina e
no status hidrico em plantas submetidas a deficiéncia de agua constituem fortes indicadores do
papel desses compostos na tolerincia a seca e na adaptacdo dessas plantas a estresses ambientais,

em especial, a restricdo de agua.
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diferentes regimes de rega
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Resumo

Frutanos sdo polimeros de frutose que atuam como carboidratos de reserva localizados no
vacuolo de cerca de 15% das angiospermas. O metabolismo de frutanos tem um papel importante
na tolerancia de plantas ao frio e a seca. Como esses compostos sdo soluveis, eles atuam no ajuste
osmotico das células variando o grau de polimerizagdo das suas moléculas. Frutanos do tipo
inulina sdo os principais carboidratos de reserva presentes nos 0rgaos subterraneos das espécies
de Asteraceaec do cerrado. Vermonia herbacea encontra-se entre essas espécies € acumula
aproximadamente 80% da massa seca dos 6rgdos subterraneos em frutanos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o metabolismo de frutanos por meio da andlise da sua composi¢do e da
atividade das enzimas de sintese e mobilizacdo destes compostos em plantas submetidas a
diferentes regimes de rega (rega diaria - controle, rega a cada 7 dias, rega a cada 14 dias e rega a
cada 28 dias). As coletas foram realizadas no inicio do experimento e apds 28 e 56 dias. Sob os
diferentes regimes de rega, as plantas apresentaram diminuicao do potencial hidrico (V) na parte
aérea e nos rizoforos e manutencdo da turgescéncia e da fotossintese, principalmente apos o
segundo ciclo de rega (56 dias). As plantas tratadas apresentaram maior razdo fruto-
oligossacarideos:fruto-polissacarideos, sugerindo que os frutanos de cadeias curtas estejam
associados a redu¢do do ¥, das células e manutencao da turgescéncia. A habilidade de sintetizar
frutanos correlaciona-se com a sobrevivéncia das plantas sob condi¢des de seca, indicando um

papel importante desses carboidratos em plantas sob condi¢des ambientais adversas.

Palavras-chave: aclimatacao, cerrado, frutanos, regime de regas.
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Abstract

Fructans are polyfructose molecules that act as reserve carbohydrates and are located in
the vacuoles of 15% of the angiosperms. Fructan metabolism plays a significant role in drought
and cold tolerance in plants. Because these compounds are soluble, they might play a role in the
osmotic adjustment of cells by varying the degree of polymerization of the fructan pool. Fructans
of the inulin type are the main reserve carbohydrates present in the underground organs of
Asteraceae species from the cerrado. Vernonia herbacea is one of this species and the plants
accumulate about 80% of inulin-type fructans in the underground organs (rhizophores). The aim
of this work was to analyze the fructan composition and metabolism in plants submitted to
different irrigation frequencies (daily watering — control and watering every 7, 14 and 28 days).
Samplings were done at the beginning of experiment and after 28 and 56 days. Plants kept under
different watering frequencies showed a decrease in water potential (W) of shoots and
rhizophores and maintenance of turgor and photosynthesis, mainly after the second irrigation
cycle (56 days). Treated plants presented a higher ratio oligosaccharides:polysaccharides,
suggesting that short chain fructans act in ¥, reduction and in turgor maintenance. The ability of
plants to synthesize fructans correlates with their survival in drought conditions, indicating a

significant role for fructans under these harsh conditions.

Key words: acclimation, cerrado, fructans, irrigation frequencies.
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Introducio

Depois do amido e da sacarose, os frutanos sdo os carboidratos de maior ocorréncia nos
vegetais superiores (Hendry & Wallace 1993). Entre as angiospermas esses polimeros sdo
encontrados em cerca de 15% da flora contemporanea, especialmente em plantas de ordens mais
evoluidas (Hendry 1993).

Frutanos sao polimeros de frutose, sintetizados a partir da adicdo de unidades de frutose a
sacarose. Os frutanos do tipo inulina, encontrados comumente em espécies de Asteraceae, sao
baseados no trissacarideo 1-cestose e apresentam unidades de frutose unidas por ligagdes do tipo
B (2,1), e os frutanos do tipo levano ou fleano, mais comumente encontrados entre as espécies de
Poaceae, sdo polimeros baseados no trissacarideo 6-cestose que apresentam ligacoes f3 (2,6) entre
as unidades de frutose. Além destes dois tipos, existem ainda os frutanos ramificados e de
ligagcdes mistas com unidade terminal de glucose, encontrados em Poales e os frutanos baseados
na neocestose com ligacdes B (2,1) ou com ligacdes B (2,6), nos quais a glucose ¢ interna a
molécula (Pollock ef al. 1996).

Nas células, os frutanos e as enzimas envolvidas em seu metabolismo sdo encontrados na
forma soluvel no vacuolo (Frehner ef al. 1984), embora existam evidéncias da ocorréncia destes
carboidratos nos tecidos do xilema e floema (Vieira & Figueiredo-Ribeiro 1993, Wang & Nobel
1998, Ernst & Pfenning 2000) e no fluido apoplastico (Livingston & Henson 1998, Van den Ende
et al. 2000), no qual detectou-se, também, a presenca de exoidrolases (Livingston & Henson
1998, Van den Ende et al. 2005).

A sintese de inulina inicia-se com a formagao do trissacarideo 1-cestose e a liberagao de
uma molécula de glucose a partir de duas moléculas de sacarose, pela acdo da sacarose:sacarose
frutosiltransferase (SST). Em seguida, a frutano:frutano frutosiltransferase (FFT) catalisa o
alongamento da cadeia pela transferéncia de residuos de frutose de uma molécula doadora para
uma receptora. A FFT também atua na redistribuicdo das unidades de frutose podendo promover
a diminuigdo do comprimento das cadeias. A hidrdlise de frutanos ocorre pela remocgao
seqliencial dos residuos terminais de frutose por uma frutano-exohidrolase (FEH). Esta enzima
ndo atua sobre a ligacdo glicosidica da sacarose, sendo a enzima fortemente inibida por este
dissacarideo (Edelman & Jefford 1968, Koopes & Jonker 1996, Liischer et al. 1996, Van den
Ende & Van Laere 1996).

A maioria das espécies ricas em frutanos encontra-se fora da regido tropical, sendo estas

mais abundantes em areas onde o crescimento das plantas ¢ sazonal (Hendry & Wallace 1993).
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Estes autores sugeriram que a ocorréncia de quantidades apreciaveis deste carboidrato em plantas
consideradas evoluidas indica que os frutanos nao constituem apenas mais uma diversificacao
biologica, mas também que existe um significado evolutivo para o seu aparecimento.

Os frutanos sdo armazenados quando a producdo de fotoassimilados excede a demanda e
sao mobilizados em geral quando ha necessidade de energia (Ritsema & Smeekens 2003). Em
tecidos fotossintéticos, os frutanos armazenados nos vactolos servem como uma reserva
transitoria de sacarose, prevenindo a inibicdo da fotossintese induzida por aglicares. Em tecidos
dreno, a polimerizacdo da sacarose em frutanos ¢ importante para a manutencao do gradiente de
sacarose entre os tecidos de armazenamento ¢ o floema, garantindo sua translocagdo para esses
tecidos (Pollock & Cairns 1991). Os frutanos sdo acumulados durante o crescimento € o
desenvolvimento das plantas. Contudo, alteracdes em sua concentragdo e composi¢dao, bem como
nas atividades das enzimas do seu metabolismo podem estar associadas a variacdes no ambiente.
Sob condi¢des de déficit hidrico, por exemplo, plantas de trigo e chicoria apresentaram sintese
desses carboidratos (Kerepesi ef al. 1998, De Roover et al. 2000), em gramineas forrageiras
ocorreram alteragdes no tamanho de suas cadeias (Volaire ef al. 1998, Thomas & James 1999) e
em festuca alta houve diminui¢cdo em seu contetido (Spollen & Nelson 1994).

Portanto, além de seu papel de reserva, os frutanos possuem outras fungdes fisioldgicas,
favorecendo o crescimento € o desenvolvimento das plantas mesmo sob condigdes limitantes no
ambiente, como o frio ¢ a seca (Pilon-Smits ef al. 1995, 1999, Van den Ende ef al. 2000). Nessas
condigdes, estes polimeros parecem atuar na regulacdo osmotica da célula, através da variagao do
grau de polimerizagdo de suas moléculas (Pontis & Del Campillo 1985, Pilon-Smits et al. 1995,
Van den Ende et al. 2002), além de prevenir danos a membrana celular, mantendo sua
integridade e o funcionamento celular (Demel et al. 1998, Vereyken et al. 2001).

O estresse hidrico por falta de 4gua ¢ um dos fatores ambientais mais importantes que
podem regular o crescimento e desenvolvimento, limitando a producdo (Jones & Corlett 1992) e
levando também a alteragcdes nas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas das plantas (Zobayed
et al. 2007). Desse modo, a sobrevivéncias das plantas sob tais condigdes estressantes depende
em grande extensdo da habilidade que as mesmas tém de perceber o estimulo, gerar e transmitir o
sinal e iniciar varias alteragdes fisiologicas e bioquimicas (Bohnert & Jansen 1996; Shinozaki &
Yamaguchi-Shinozaki 1997).

O déficit hidrico se estabelece quando a absor¢ao de agua pelo sistema radicular ndo

atende as demandas da planta (Fan et al. 2006). Entre as principais demandas estdo a fotossintese
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e a transpiracdo da parte aérea, dois processos essenciais ao crescimento da planta. Antes que o
déficit hidrico se estabeleca, as raizes devem comunicar a ocorréncia do estresse a parte aérea, o
que gera uma resposta integrada da planta permitindo sua sobrevivéncia até que a disponibilidade
de 4gua aumente. Esta sinalizagdo ¢ feita por varios meios além da redu¢@o no fluxo ascendente
de agua (Davies & Zhang 1991). Segundo esses mesmos autores, muitas dessas respostas
envolvem a agdo de genes, mas os avancos na biologia molecular de resposta a seca serdo
insuficientes se ndo estiverem associados ao entendimento da bioquimica e fisiologia de plantas
sob déficit hidrico. Entender as alteragdes fisiologicas e bioquimicas induzidas pelo déficit
hidrico ¢ primordial, portanto, para entender as respostas da planta ao estresse € como essas
alteragdes influenciam o crescimento e o desenvolvimento da planta.

Cumpre ressaltar que, de modo geral, tais respostas levam primeiro a aclimatagdo e,
posteriormente, quando o estresse hidrico torna-se mais severo ocorrem danos funcionais e
perdas de parte das plantas (Chaves et al. 2003). Durante a fase de aclimatacao, o déficit hidrico
tipicamente resulta em diminui¢cdes nas taxas de crescimento devido a inibicdo da expansdo
celular e redugdes na assimilagao do carbono (Osorio et al. 1998), bem como, na utiliza¢do dos
carboidratos, por alterar, basicamente, a eficiéncia com que os fotoassimilados sdo convertidos
para o desenvolvimento de partes novas na planta, ocasionando mudancas na particio dos
carboidratos (Hsiao & Xu 2000) e condicionando as plantas a desenvolverem mecanismos de
adaptacao e tolerancia a seca (Jordan 1983).

Um dos mecanismos de controle do potencial de é4gua é a geracdo de solutos
osmoticamente ativos. Entre esses solutos, os carboidratos sdo elementos-chave, pois podem ser
armazenados tanto na forma de polissacarideos com baixa atividade osmodtica como o amido,
quanto na forma de aclcares altamente soluveis e higroscopicos como a sacarose € hexoses
(Buckeridge et al. 2000).

Conforme j& descrito nos capitulos anteriores, levantamentos floristicos realizados no
cerrado da Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu (SP) mostraram a
predominancia de espécies de Asteraceae no estrato herbaceo (Mantovani 1983). Tertuliano &
Figueiredo-Ribeiro (1993), estudando espécies herbaceas de Asteraceae nesta mesma area restrita
do cerrado, mostraram que 60% das espécies que apresentam Orgdos subterraneos espessados
acumulam frutanos como principal carboidrato de reserva.

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby é uma espécie perene, de ampla ocorréncia nesta area de

cerrado, que apresenta crescimento sazonal e Orgdos subterrdneos, de origem caulinar,
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denominados rizoforos. Estes orgdos sdo responsaveis pela reproducdo vegetativa da espécie,
além de atuarem como 6rgdos de reserva para a planta, acumulando até 80% de sua massa seca
em frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993).

Experimentos de suspensdo de rega realizados com V. herbacea mostraram que essas
plantas sdo capazes de reter agua nos seus Orgaos subterraneos de reserva por longos periodos
enquanto a umidade do solo diminui (Dias-Tagliacozzo et al. 2004). Os autores verificaram um
aumento da razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos, paralelamente ao aumento da concentragdo
de frutose nessas condigdes, sugerindo que a tolerancia das plantas ao déficit hidrico deve-se a
mobilizagdo dos frutanos nessas condi¢des € ao ajuste osmotico efetuado por esses carboidratos.

A ampla ocorréncia da flora acumuladora de frutanos na regido do cerrado aliada ao fato
de que estas plantas atravessam periodos de seca durante seu ciclo anual de desenvolvimento
refor¢a a hipotese de que os frutanos atuam na tolerancia a seca. Como os mecanismos pelos
quais os frutanos desempenham esses papéis ainda ndo foram completamente elucidados, o
estudo da influéncia do déficit hidrico no metabolismo desses agucares em uma planta nativa do
cerrado torna-se importante para a sua compreensdo. Neste contexto, uma abordagem combinada
de parametros ecofisioldgicos e bioquimicos pode fornecer informacdes novas e valiosas que
facilitem o entendimento dos processos de regulacdo do crescimento e desenvolvimento das
plantas sob condi¢des de déficit hidrico. Tais informagdes serdo também relevantes na criagao de

modelos de distribuigdo das espécies nativas em resposta a alteragdes climaticas.
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Material e Métodos

Material vegetal e condicoes de cultivo

Foram utilizadas plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby com aproximadamente um
ano de idade, obtidas por propagacdo vegetativa a partir de fragmentos de rizéforos de plantas
adultas, coletadas na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu, SP (22° 18 S,
47° 11> W) (Carvalho et al. 1997). As plantas foram cultivadas em vasos individuais de 3 litros
contendo terra de cerrado e mantidas em casa de vegetacdo durante todo o periodo experimental.
Foram efetuadas medidas diarias das temperaturas maxima e minima, com as quais calculou-se a
temperatura média compensada (Tp = (0,29.Tpin) + (0,71.Thax)), conforme Goudriaan & Laar
1994, assim como medidas da umidade relativa do ar, calculada com base nas leituras dos

termOmetros de bulbo timido e seco realizadas as 07:00 e 14:00 h.

Tratamento e amostragem

As plantas foram divididas em 4 lotes que foram irrigados diariamente (controle) e a cada
7, 14 e 28 dias durante 56 dias. As coletas foram realizadas no inicio do experimento (T0) e aos
28 e 56 dias apo6s o inicio da aplicag¢do dos diferentes regimes de rega.

Em cada ponto de amostragem foram coletadas 3 amostras de cada tratamento, sendo que
cada amostra foi constituida de 3 plantas. Apds lavagem e congelamento em nitrogénio liquido,
amostras de rizéforos foram armazenadas a -80 °C até a realizacao das extra¢des de carboidratos,
enzimas e prolina. Foram feitas determinagdes da massa de matéria fresca (MF) e seca (MS) da
parte aérea, rizoforos e raizes, assim como medidas de potencial hidrico das folhas e do solo em

cada ponto de amostragem. As coletas foram realizadas entre 7:00 e 9:00 h, aproximadamente.

Umidade do solo (Us,) € potencial hidrico do solo (‘\¥y, so10)

A cada amostragem de plantas para as analises bioquimicas, a umidade do solo nos vasos
foi determinada por gravimetria (Blake 1965). Para tal, amostras de solo foram obtidas de cada
vaso utilizando-se anéis volumétricos de 80 cm’, sendo determinados o peso fresco
imediatamente ap0s a coleta e o peso seco apos 72 h de secagem da amostra em estufa ventilada a

70°C. A umidade do solo (Us,) foi calculada a partir da formula:
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Usolo(%) = MF — MS x 100 (1)
MS - Ta

Em que:

MF = massa fresca da amostra de solo;

MS = massa seca da amostra de solo;

Ta = tara do anel volumétrico.

Nas mesmas amostras coletadas conforme descrito anteriormente para determinagdo da
Usolo, foram realizadas medidas pontuais do ¥, sol0. Para tal, utilizou-se um psicrometro de ponto

de orvalho (Modelo Decagon WP4). As medidas foram realizadas entre 9:00 e 11:00 h.

Contetdo de agua (%)
O conteudo de agua da parte aérea e do rizéforo foi determinado a partir da formula:
TU(%) = MF —MS x100 )
MF
Em que:
MF = massa fresca da amostra, determinada imediatamente apds a coleta;
MS = massa seca da amostra apos secagem em estufa a 60 °C (parte aérea) e apoOs

liofilizagao (rizoforos).

Potencial hidrico da parte aérea (‘¥y,,) e do rizoforo (‘¥y,,)

Foram realizadas medidas do %, das plantas no periodo da antemanha, entre 4:00 e 5:00
h. Para tal foi utilizada uma bomba de pressao tipo Scholander, Modelo 1000 (PMS Instrument
Co., UTAH, EUA).

O Y, foi medido no suco celular extraido dos rizoforos, utilizando-se um
microvoltimetro de ponto de orvalho modelo HR-33T (Wescor, Logan-UTAH) e camaras
psicrométricas modelo C-52 (Weser) com o aparelho trabalhando no modo higrométrico, no
Laboratdrio de Fisiologia Vegetal do Instituto Agrondmico. O suco celular previamente coletado
dos rizoforos foi armazenado em tubos tipo eppendorf e congelado até o momento das medidas.

Para cada medida foram utilizados 10uL de suco celular.
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Taxas de assimilacio liquida de CO, (A), condutancia estomatica (g,) e

transpiracio (E)

2 -l A
s™), condutancia

Medidas instantdneas de assimilacdo liquida de CO,(4) (umol m
estomatica (gs) (mol m?s') e transpiragdo (£) (mmol m? s7) foram realizadas entre 09:00 e
12:00 h, sob condigdes saturantes de luz (PAR= 450 pmol m™s™) e temperatura controlada de 28
+ 2 °C, (Cuzzuol et al. 2008), utilizando-se um analisador de gases no infravermelho (IRGA;
CIRAS-2, PP Systems). As medidas foram realizadas na primeira folha totalmente expandida, a
partir do apice, em 3 plantas de cada tratamento. A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi calculada

como a relacdo entre a assimilacdo liquida e a transpiracdo (EUA = A/E).

Dosagem de prolina livre

A estimativa do teor de prolina livre foi realizada conforme a metodologia de Bates ef al.
(1973). Amostras de tecido vegetal previamente liofilizadas foram maceradas em 4&cido
sulfossalicilico 3%. Apds centrifugagao a 3000 g, o sobrenadante foi coletado e aliquotas foram
transferidas para tubos de ensaio contendo ninhidrina 4cida (1,25 g de ninhidrina; 30 mL de 4cido
acético glacial e 20 mL de acido fosforico 6 M) e 4cido acético glacial concentrado. Em seguida,
a mistura foi homogeneizada e os tubos hermeticamente fechados foram acondicionados em
banho-maria, a 100 °C, durante 1 hora. A reagdo foi interrompida por meio de uma redugdo
imediata da temperatura em banho de gelo. Em seguida, tolueno foi adicionado ao meio de reagao
e, apOs agitacdo vigorosa por aproximadamente 15 s, duas fases foram formadas: a fase aquosa
superior, de coloragdo avermelhada (cromoforo + tolueno) foi recuperada e submetida a uma
leitura em espectrofotometro, a 520 nm. Os teores de prolina foram estimados com base em uma

reta padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de L-prolina.

Extraciao enzimatica

A extragdo e determinagdo das atividades enzimaticas foram realizadas conforme descrito
em Asega & Carvalho (2004). Os rizoforos foram homogeneizados em tampao citrato—fosfato
(Mcllvaine) 50 mM pH 5,5, contendo 2 mM de EDTA, 5 mM de 4cido ascoérbico, 2 mM de -
mercaptoetanol e 10% de polivinil polivinilpolipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi

mantido em repouso por 30 min e, em seguida, filtrado em nylon duplo. Ao filtrado foi
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adicionado sulfato de amonio a 20% de saturagdo, sendo a mistura mantida em repouso por uma
noite. Apos centrifugagdo a 12000 g por 20 min a 5 °C, o precipitado foi descartado e ao
sobrenadante foi adicionado sulfato de amoénio a 80% de saturagdo. A mistura foi mantida em
repouso por 1 hora. Apds centrifugacdo por 20 min a 17000 g, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido no tampao de extragdo. O extrato foi dessalinizado em colunas de Bio
Gel P-6 DG e submetido aos ensaios de atividade enzimatica. Toda a manipulagdo do material
durante a extracdo foi realizada a 5 °C. O conteudo de proteina nos extratos foi determinado pelo
método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino (Sigma) (1 pg pL™) como

padrao.

Ensaio Enzimatico

As misturas de incubacdo foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
proporcao de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampao Mc Ilvaine 50 mM, pH 4,5.
Os extratos foram incubados a 30 °C utilizando-se substratos nas concentragdes finais de 200 mM
de sacarose (Sigma) para a atividade de SST, 50 mM de sacarose (Sigma) para a atividade de
invertase, 200 mM de 1-cestose para a atividade de FFT e 5% de inulina de Helianthus tuberosus
(Sigma) para a atividade de FEH. O tempo de incubacdo foi de 1 hora para a atividade da SST e
da FFT, 4 h para a invertase e de 30 min para a FEH. As misturas de incubagao foram submetidas

a fervura para interrupcao da reagao.

Analise das Atividades Enzimaticas

Para a determinacao das atividades da SST e FFT, amostras das misturas de incubagao
foram diluidas (200x) em 4agua deionizada e analisadas por cromatografia de troca anidnica de
alta resolugdo com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema de
cromatrografia Dionex modelo ICS-3000, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mM). A
eluicdo dos carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150 mM de
hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sddio em 150 mM de NaOH) com a
seguinte programac¢ao: 0 - 2 min, 25 mM; 2,1 - 8 min, 50 mM; 8,1 — 10 min, 350 mM; 10,1 — 12
min, 500 mM; 12,1 — 17 min, 25 mM. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,4 s, 0,41 - 0,6 s,
0,61 - 1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente ¢ o fluxo aplicado foi de 0,25 mL min'. A

quantificac¢do foi feita através da area do pico da 1-cestose e nistose, para atividades da SST e
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FFT, respectivamente, utilizando padrdo externo. A atividade de FEH foi determinada pela
quantidade de frutose liberada na mistura de incubacdo, por quantificacdo do agucar redutor
(Somogyi 1945), utilizando frutose (Sigma) como padrdo. Para a determinagdo da atividade da
invertase, as misturas de incuba¢do foram analisadas por HPAEC/PAD em sistema Dionex
modelo ICS-3000, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 X 250 mm) e programa isocratico de
100 mM de hidréxido de sodio. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 - 0,4 s, 0,41 - 0,6 s, 0,61 -
1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente e o fluxo aplicado foi de 0,25 mL min!. A

atividade de invertase foi determinada pela area do pico da frutose, utilizando-se padrao externo.

Extracao de carboidratos soliveis

Amostras liofilizadas de rizoéforos foram pesadas para a determinacdo da massa de
matéria seca e, entdo, submetidas a extracdo de carboidratos conforme Carvalho ef al. (1998)
modificado. As amostras foram pulverizadas em almofariz, colocadas em etanol 80% e mantidas
em banho-maria a 80 °C por 15 min, sendo entdo centrifugadas a 700 g por 15 min Os
precipitados foram re-extraidos duas vezes. Os sobrenadantes etanodlicos foram reunidos e
reservados. Os residuos finais foram extraidos duas vezes em dgua a 60 °C por 30 min e filtrados
a vacuo em tecido de algoddo. Os sobrenadantes etandlicos e os filtrados aquosos foram reunidos,
concentrados em evaporador rotatdrio e o extrato final (extrato bruto) foi submetido a
precipitacdo a frio com trés volumes de etanol, para separagdo das fracdes de fruto-oligo
(sobrenadante) e polissacarideos (precipitado) apos centrifugagdo a 2900 g por 10 min a 5 °C. O
sobrenadante, contendo a fracdo de fruto-oligossacarideos, foi concentrado em evaporador
rotatorio para a retirada de etanol, e o precipitado que consistiu da fracdo de polissacarideos foi

ressuspendido e solubilizado em agua.

Analise quantitativa e qualitativa dos frutanos

Os contetdos de frutose livre e ligada foram determinados no extrato bruto e nas fracdes
de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos, separadamente, pelo método de antrona
modificado (Jermyn 1956) para cetoses. Os teores de frutanos foram estimados com base em uma
reta padrdo ajustada a partir de concentracdes crescentes de frutose.

Para as analises qualitativas, as amostras de fruto-oligossacarideos foram submetidas a

deionizagdo em colunas de troca idnica contendo resinas nas formas cationicas (Dowex 50 WX8

- 100) e anidnica (Dowex 1 X 8 - 100) (Carvalho & Dietrich 1993). Em seguida foram filtradas
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em membranas de 0,45 um e analisadas por cromatografia de troca anidnica de alta resolucao
com deteccdo por pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo ICS 3000
utilizando coluna CarboPac PA1 (2 X 250 mm) e concentragdo de 400 ug mL"' em equivalentes
de frutose, conforme Asega ef al. (2008). O gradiente para separacdo dos componentes da série
homologa da inulina foi estabelecido misturando-se o eluente A (150 mM de hidréxido de sodio)
e eluente B (500 mM de acetato de s6dio em 150 mM de hidroxido de s6dio) na seguinte
programacao: 0 — 2 min, 25 mM; 2,1—- 8 min, 50 mM; 8,1 — 28 min, 350 mM; 28,1 — 30 min, 500
mM; 30,1 — 35 min, 25 mM. O contetdo de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose e nistose foi
estimado pelas respectivas areas dos picos referentes a cada um destes agucares, utilizando-se

padrdes externos.
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Resultados

Na figura 1 s@o apresentados os dados de temperatura e umidade relativa do ar durante os
56 dias de experimento. Cada ponto do grafico representa a média semanal dos dados obtidos.
Pode-se observar que a umidade relativa do ar das quatro ultimas semanas do periodo
experimental (equivalentes ao periodo de 28 a 56 dias) foi mais elevada do que nas primeiras

quatro semanas (equivalentes ao periodo anterior a coleta realizada aos 28 dias).
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Figura 1- (A) medidas semanais da temperatura maxima (0), minima (o) e média (A) do ar e (B) medidas

da umidade relativa do ar observadas nos periodos da (manha (0) e da tarde (0).

O regime de rega de 28 dias gerou um potencial hidrico inferior a -15 MPa e umidade
inferior a 5% no solo, nas coletas de 28 e 56 dias (Figura 2). Observa-se que os valores obtidos

na coleta realizada aos 56 dias foram mais elevados em todos os regimes de rega (Figura 2).
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Figura 2 — Umidade (A) e potencial hidrico do solo (B) dos vasos submetidos a diferentes regimes de rega

(tempo zero [], controle - rega diaria JJjJ, ¢ rega a cada 7 B, 14 E e 28 dias [[]|). As barras indicam o erro

padrdo da média (n=3).

As plantas mantidas sob os regimes de rega de 14 e 28 dias sofreram senescéncia da parte
aérea antes da primeira coleta, realizada 28 dias apds o inicio do experimento. Na segunda coleta,
aos 56 dias, as plantas mantidas sob o regime de rega de 14 dias apresentaram rebrota da parte
aérea (Figura 3). J& as plantas em regime de rega de 28 dias ndo rebrotaram e seus rizéforos
apresentaram um grau elevado de desidratagdo, tornando-se inviaveis para realiza¢do das analises

bioquimicas.

Figura 3 - Plantas de Vernonia herbacea mantidas sob regime de rega a cada 14 dias com rebrota de

novos ramos aéreos (setas) aos 50 dias de experimento.
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Aos 28 dias de experimento, as plantas apresentaram uma diminuig¢ao do teor de umidade
tanto da parte aérea quanto do rizoforo (Figura 4). Essa diminuicao foi mais acentuada em plantas
mantidas sob o regime de rega de 14 e 28 dias do que nas mantidas sob regime de rega de 7 dias.
Neste mesmo periodo, os rizoforos apresentaram uma diminui¢do mais acentuada do teor de
umidade quanto maior foi o periodo de deficiéncia hidrica (ou quanto menor a frequéncia de
rega) (Figura 4B). Aos 56 dias, o teor de umidade da parte aérea diminuiu apenas sob regime de

rega de 14 dias enquanto o do rizéforo nao sofreu alteragdes (Figura 4A).
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Figura 4 — Teor de umidade (%) da parte aérea (A) e dos rizoéforos (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a diferentes regimes de rega (tempo zero[_], controle - rega diarialll, e rega a cada 78, 14 e

28 dias[ll]). As barras indicam o erro padrdo da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.

Os periodos de deficiéncia hidrica impostos as plantas pela aplicacdo de diferentes
regimes de rega foram suficientes para gerar um gradiente de potencial hidrico nas folhas (Figura
5A). Em plantas regadas a cada 14 dias, o potencial hidrico foi cerca de -1,0 MPa nas folhas
coletadas aos 56 dias. O regime de rega a cada 28 dias gerou um potencial hidrico de
aproximadamente -7,0 MPa na seiva dos rizoforos coletados aos 28 dias (Figura 5B). Medidas de
potencial hidrico da parte aérea das plantas regadas a cada 14 e 28 dias na primeira coleta, aos 28
dias e das regadas a cada 28 dias na segunda coleta, aos 56 dias, ndo foram realizadas devido a
senescéncia. Da mesma forma, medidas de potencial osmético dos rizéforos das plantas regadas a
cada 28 dias na segunda coleta, aos 56 dias, ndo foram realizadas devido a senescéncia dos

mesmos.
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Figura 5 — Potencial hidrico ( ¥,) da parte aérea (A) e dos rizoforos (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a diferentes regimes de rega (tempo zero[_], controle - rega diarialll, e rega a cada 76, 14 e

28 dias[Il). As barras indicam o erro padrao da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.

Mesmo com valores baixos de potencial hidrico e umidade do solo (Figura 2), as plantas
sob os regimes de rega de 7 e 14 dias, que foram coletadas aos 56 dias, mantiveram a
turgescéncia tanto da parte aérea quanto do rizéforo (Figura 4) e valores de potencial hidrico da
parte aérea mais negativos quando comparados aos obtidos aos 28 dias de experimento (Figura
5A).

Aos 28 dias, as plantas mantidas sob o regime de rega de 7 dias apresentaram diminuigao
da taxa fotossintética quando comparadas com as plantas controle (Figura 6A). A mesma resposta
ocorreu nos dados de transpiragao e condutancia estomatica (Figura 6B e C). Por outro lado,
essas plantas apresentaram uma eficiéncia do uso da dgua semelhante a das plantas controle
(Figura 6D). Ainda aos 28 dias, as plantas mantidas sob o regime de rega de 14 dias
apresentaram valores de taxa fotossintética, transpiracdo, condutancia estomatica e eficiéncia do
uso da agua bastante inferiores aos verificados sob regime de 7 dias (Figura 6).

Aos 56 dias, as plantas mantidas sob o regime de rega de 7 dias ndo apresentaram
diferengas em suas taxas fotossintéticas quando comparadas as plantas controle (Figura 6A).
Entretanto, apresentaram redu¢do da transpiragao (Figura 6B), provavelmente pela diminui¢do da
abertura estomatica, confirmada pelos menores valores de condutincia estomatica (Figura 6C) e

uma maior eficiéncia do uso da dgua (Figura 6D).
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Figura 6 — Assimilagdo fotossintética (A), condutancia estomatica (B), transpira¢do (C) e eficiéncia do
uso da agua (EUA) (D) de folhas de Vernonia herbacea submetidas a diferentes regimes de rega (tempo
zero[_], controle - rega diarialll, e rega a cada 7B, 14[5] e 28 dias[lll). As barras indicam o erro padrio da

média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.

Aos 28 dias do inicio do experimento, o conteudo de prolina tanto das folhas como do
rizoforo foi mais elevado nas plantas mantidas sob deficiéncia hidrica e aumentou com o
aumento de intervalo entre as regas (Figura 7A). Observou-se, porém, que nas folhas o conteudo
foi, em geral, mais elevado do que nos rizoéforos (Figura 7B). Aos 56 dias, o teor de prolina foi
bem inferior ao detectado aos 28 dias e os teores mais elevados foram detectados em rizéforos de
plantas regadas a cada 14 dias (Figura 7B) e em folhas de plantas regadas a cada 7 e 14 dias
(Figura 7A).
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Figura 7 — Conteudo de prolina das folhas (A) e rizoforos (B) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a diferentes regimes de rega (tempo zero[ ], controle - rega diariafl], e rega a cada 75, 14 [ e

28 dias[lll). As barras indicam o erro padrio da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.

A figura 8 mostra a atividade das enzimas do metabolismo de frutanos. A atividade mais
elevada foi a da FFT, seguida da SST, FEH e invertase. No primeiro ciclo de regas (28 dias), a
atividade da SST nas plantas tratadas foi inferior a de plantas controle. No segundo ciclo de rega
(56 dias), a atividade dessa enzima aumentou nas plantas sob regime de rega de 14 dias (Figura
8A). Aos 28 dias, a FFT apresentou reducdo de sua atividade com o aumento do intervalo entre as
regas, enquanto aos 56 dias ndo houve alteracdes entre os tratamentos (Figura 8B). A FEH
apresentou aumento aos 28 dias em plantas regadas a cada 14 e 28 dias e, aos 56 dias, um amento
pronunciado da atividade foi observado em plantas regadas a cada 7 e 14 dias. Aos 28 dias, ndo
se detectou atividade de invertase nas plantas controle. Esta atividade foi observada em plantas
submetidas aos 3 regimes de rega aplicados, porém com valor mais elevado naquelas regadas a

cada 14 dias. Aos 56 dias, a atividade apresentada foi muito inferior a encontrada aos 28 dias.
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Figura 8 - Atividade da SST (A), FFT (B), FEH (C) e invertase (D) em rizo6foros de plantas de Vernonia

herbacea submetidas a diferentes regimes de rega (tempo zero [, controle - rega diaria JJjj e rega a cada

7 B.14E] e 28 dias[[]] ). As barras indicam o erro padrao da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia

dos tecidos.

O conteudo de frutanos totais diminuiu nas plantas mantidas sob regime de 14 e 28 dias

na primeira coleta (28 dias). Aos 56 dias ndo foram detectadas variacdes nesses teores (Figura

9A). Os oligossacarideos, em geral, diminuiram gradualmente com o aumento de intervalo de

regas em ambas as coletas (Figura 9B). Ja os polissacarideos apresentaram um perfil de variagdo

diferente dos oligossacarideos, aumentando em plantas regadas a cada 7 dias e diminuindo

naquelas regadas a cada 14 dias (Figura 9C).



110

1000 ~

800

600

400

200

500

400

300

200

frutose (mg g'MS)

100

500

400

300

200

100

0 28 56
Dias ap6s o inicio do experimento

Figura 9 - Conteido de frutano total (A), fruto-oligossacarideos (B) e fruto-polissacarideos (C) de
rizoforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a diferentes regimes de rega (tempo zero[ ],
controle - rega diaria[ll, e rega a cada 7 B 14 [] ¢ 28 dias[ll). As barras indicam o erro padrdo da média

(n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.



111

A razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos foi mais elevada nas plantas mantidas sob o regime de

rega de 14 dias, principalmente nas plantas coletadas aos 56 dias (Figura 10).
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Figura 10 - Razao entre os fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos extraidos de rizoforos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a diferentes regimes de rega (tempo zero[ ], controle - rega diaria[ll, ¢ rega a
cada 78,14 [5] e 28 dias[ll ). As barras indicam o erro padrdo da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia

dos tecidos.

Nas plantas coletadas aos 28 dias, o conteudo de agucar redutor aumentou gradualmente
com o aumento de intervalo entre as regas (Figura 11). Aos 56 dias, o aumento sé ocorreu nas

plantas mantidas sob regime de rega de 14 dias (Figura 11).
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Figura 11 - Conteudo de agticar redutor nos rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a
diferentes regimes de rega (tempo zero [_] controle - rega diaria [l e rega a cada 7 &,14 ] e 28 dias[ll).

As barras indicam o erro padrao da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.
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As andlises qualitativas das fragdes de fruto-oligossacarideos por cromatografia de troca
anionica de alta resolucdo (HPAEC/PAD) sao mostradas na figura 12. Além da glucose, frutose e
sacarose, todos os membros da série da inulina foram detectados em todos os extratos analisados.
Nas plantas controle ndo foram observadas diferencas notaveis no perfil dos cromatogramas
quando comparados as plantas do tempo zero. Aos 28 dias, nas plantas mantidas sob os diferentes
regimes de rega, houve um nitido aumento na propor¢ao dos monossacarideos, glucose e frutose,
em relacdo aos demais membros da fragdo de fruto-oligossacarideos. Esse aumento ocorreu
gradualmente em relagdo ao aumento do intervalo entre as regas. Na coleta realizada aos 56 dias
de experimento, confirmando a dosagem de agtcares redutores, houve um aumento na proporcao
dos monossacarideos apenas nas amostras de plantas mantidas sob o regime de rega a cada 14
dias.

A figura 13 mostra a quantificacdo dos agticares por HPAEC/PAD. Aos 28 dias, observa-
se o nitido aumento do conteudo de glucose e frutose, manutengdo do conteudo de sacarose e
diminuicdo de 1-cestose e nistose concomitante ao aumento de deficiéncia hidrica imposto por
cada tratamento. Aos 56 dias, o contetido de glucose ndo sofreu alteragdes entre os tratamentos, a
frutose apresentou nitido aumento nas plantas mantidas sob regime de 14 dias e a sacarose, a 1-

cestose € a nistose diminuiram com o aumento de intervalo de regas.
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Figura 13 — Quantificagdo de glucose (A), frutose (B), sacarose (C), 1-cestose (D) e nistose (E) na fragdo
de fruto-oligossacarideos por HPAEC/PAD de rizoforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a
diferentes regimes de rega (tempo zero [] controle - rega diaria [ll, e rega a cada 7 5,14 e 28 dias[ll).

As barras indicam o erro padrao da média (n=3). * - n.d. devido a senescéncia dos tecidos.
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Discussao

O intervalo de rega de 28 dias foi suficiente para gerar um potencial hidrico inferior a -15
MPa e umidade inferior a 5% no solo, observado nas coletas de 28 e 56 dias. Esse valor de
umidade do solo est4 abaixo do teor de agua indicado para solos em ponto de murcha permanente
(Kramer 1995).

Interessante observar que os valores obtidos na coleta realizada aos 56 dias foram mais
elevados em todos os regimes de rega, provavelmente devido aos maiores valores de umidade
relativa do ar durante o periodo

Mesmo com valores baixos de potencial hidrico e umidade do solo, as plantas coletadas
aos 56 dias de experimento mantiveram a turgescéncia tanto da parte aérea quanto do rizéforo e
valores de potencial hidrico da parte aérea mais negativos quando comparados aos obtidos aos 28
dias de experimento. Aparentemente, ocorreu uma adaptacdo as condi¢des impostas as plantas
durante os diferentes ciclos de rega.

De acordo com Burgess (2006), em resposta ao déficit hidrico, as plantas minimizam a
perda de agua através da regulagdo da abertura dos estdmatos enquanto continuam absorvendo
quantidades suficientes de carbono para a fotossintese e o crescimento. No presente estudo, aos
28 dias de experimento, as plantas mantidas sob regime de rega de 7 dias apresentaram redugao
da fotossintese devido, pelo menos em parte, a limitagdo da abertura estomatica, ocasionando
diminui¢do da transpiracdo e manuten¢do da eficiéncia do uso da agua. Ainda aos 28 dias, as
plantas regadas a cada 14 dias apresentaram diminui¢do em todos os parametros fotossintéticos
mencionados acima, provavelmente devido ao inicio da senescéncia de seus ramos aéreos.

Ja, aos 56 dias, as plantas ndo apresentaram diferencas em suas taxas fotossintéticas
quando comparadas as plantas controle, regadas diariamente. Entretanto, apresentaram redugao
da transpiragdo, provavelmente pela diminui¢do da abertura estomatica, confirmada pelos
menores valores de condutancia estomdtica e uma maior eficiéncia do uso da 4agua.
Aparentemente, diferente dos resultados observados no capitulo 11, o déficit hidrico imposto por
diferentes regimes de rega permitiu uma aclimata¢do do aparato fotossintético, principalmente no
tratamento de regime de rega de 7 dias, enquanto que regimes de rega mais longos como 14 e 28
dias ocasionaram danos irreversiveis, com senescéncia da parte aérea, ndo permitindo a
continuidade das avaliagdes das taxas de assimilacao fotossintética.

Segundo Loreto & Centritto (2008), a limitagdo da fotossintese ocorre quando o estresse ¢

rapido e suave, enquanto um estresse lento e progressivo induz um rearranjo completo das
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reacoes metabodlicas e estruturas do mesofilo. Aos 56 dias de experimento, provavelmente as
plantas ja haviam apresentado mudancas adaptativas ao déficit hidrico imposto. Neste periodo, as
plantas mantidas sob as diferentes frequéncias de rega apresentaram valores de potencial hidrico
mais negativos e manutencdo da turgescéncia da parte aérea. Sabe-se que a manutengdo da
turgescéncia pelo ajuste osmotico permite a manutencao da abertura estomatica e a fotossintese
sob condi¢des de baixo potencial hidrico do solo (Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin 2001),
porém, as plantas regadas a cada 14 dias apresentavam, aos 56 dias, ramos aéreos rebrotados
ainda muito pequenos para realizacdo das medidas de fotossintese.

A sintese de osmoprotetores ¢ um dos mecanismos de adaptacdo a deficiéncia hidrica.
Esses compostos sdo acumulados nas células em resposta ao estresse da seca e sdo degradados
quando a 4gua torna-se disponivel novamente (Tabaeizadeh 1998). Atuam no ajuste osmotico das
células, diminuindo seu potencial hidrico, promovendo resisténcia contra a desidratag¢do celular e
sustentando a atividade metabodlica do tecido (Hoekstra et al. 2001, Mahajan & Tuteja 2006,
Chaves et al. 2008).

As plantas mantidas sob as diferentes frequéncias de rega apresentaram conteudo de
prolina crescente com o aumento de intervalo entre as regas. Devido a sua alta solubilidade em
agua, esse aminoacido contribui para o ajuste osmotico da célula enquanto promove o aumento
nos niveis de outros osmdlitos. Pode, ainda, atuar na remocdo de diferentes espécies reativas de
oxigénio e interagir com residuos hidrofobicos de proteinas, protegendo-as da degradacdo e
agregacao (Valliyodan & Nguyen 2006). Como as folhas coletadas das plantas regadas a cada 14
e 28 dias apresentaram senescéncia, o alto conteudo de prolina pode ser apenas um indicador de
estresse (Becker & Fock 1986) ou um marcador bioquimico de alteragdes metabdlicas geradas
por diferentes tipos de estresse (Lima ef al. 2004).

A diminui¢do da fracdo de fruto-polissacarideos nas plantas regadas a cada 14 dias
ocasionou um aumento da razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos, principalmente na coleta
realizada aos 56 dias. Adicionalmente, as plantas mantidas sob deficiéncia hidrica apresentaram
altos teores de acticar redutor, carboidratos mais eficientes na diminui¢do do potencial osmotico
(Spollen & Nelson 1994) e protecdo contra a desidratacdo (Wardlaw & Willenbrink 2000).

Aos 56 dias, os ramos aéreos das plantas regadas a cada 14 dias haviam apenas rebrotado
e ja apresentavam teor de umidade elevado. Ao mesmo tempo, os rizoforos dessas plantas
apresentavam altos teores de acucar redutor e frutose e manutencdo do teor de umidade nesses

orgdos. Mesmo com valores mais elevados de umidade relativa do ar, as plantas apresentaram
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valores mais negativos de potencial hidrico, confirmando a hipdtese inicial deste trabalho sobre o
papel osmorregulador desses carboidratos.

A manutencdo da turgescéncia dos rizoforos das plantas regadas a cada 14 dias, na coleta
aos 56 dias, deveu-se mais aos frutanos de baixo grau de polimeriza¢do do que ao conteudo de
prolina, ja que esses carboidratos apresentavam-se em grande quantidade nesses tecidos. Houve,
entdo, a diminui¢do do potencial hidrico dos rizéforos, sugerindo a possivel ocorréncia de ajuste
osmotico possibilitado pelos frutanos e o possivel papel de indicador de estresse ou marcador
bioquimico da prolina.

Estudos anteriores realizados com rizéforos isolados de V. herbacea mostraram que a
deficiéncia de 4gua promoveu um aumento de frutose livre e de oligossacarideos com baixo peso
molecular nos tecidos (Dias-Tagliacozzo et al. 2004), sugerindo aumento da atividade da FEH,
liberando residuos de frutose e, possivelmente, atuacdo da FFT na redistribui¢do das moléculas
de frutose entre os frutanos de baixo grau de polimerizagao.

No presente estudo, as atividades enzimaticas das plantas que ficaram sob deficiéncia
hidrica mostraram que o aumento dos frutanos de baixo grau de polimerizacdo ocorrido nas
plantas mantidas sob os diferentes regimes de rega foi acompanhado pelo aumento das atividades
tanto da FEH como da invertase. Nas plantas mantidas sob deficiéncia hidrica, houve hidrdlise
dos frutanos, ocasionando um aumento no contetdo de agucares de baixo peso molecular,
principalmente a frutose, conforme observado nas dosagens por HPAEC/PAD. Respostas
semelhantes foram verificadas em trigo (Virgona & Barlow 1991, Yang et al. 2004), em
gramineas do género Festuca (Spolen & Nelson 1994, Clark et al. 2004) e em chicoéria (Van den
Ende et al. 1998) submetidos a esse estresse.

Embora se saiba que a FEH e a SST apresentam atividades aumentadas em fases
diferentes do desenvolvimento das plantas devido a um provével controle temporal destas dentro
do vactiolo (Frehner et al. 1984), ha relatos na literatura da participagdo da FEH durante o
processo de biossintese de frutanos. Em trigo, por exemplo, a FEH controla o alongamento das
ramificagcdes das moléculas de frutanos durante a biossintese desses compostos (¢riming process)
(Van de Ende ef al. 2003). Em Lolium temulentum L. que sofreram excisdo das folhas (Cairns et
al. 1997) e Smallanthus sonchifolius (Poep.) H. Rob. em crescimento (Itaya et al. 2002) foram
encontradas atividades concomitantes de FEH e SST. Possivelmente a FEH atuou, junto as
frutosiltransferases, na redistribuicdo das moléculas de frutanos além da acdo hidrolitica para

producdo de frutose livre e frutanos de baixo peso molecular nas plantas sob deficiéncia hidrica.
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Sob diferentes regimes de rega, as plantas apresentaram diminui¢do do pontencial hidrico
da parte aérea e do rizoforo, manutengao da turgescéncia e da fotossintese, principalmente apds a
ocorréncia de pelo menos um ciclo de rega, indicando a ocorréncia de aclimatacdo das plantas as

condi¢des de baixa disponibilidade de agua.
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A disponibilidade de agua no solo ¢ um fator importante para o crescimento e
desenvolvimento vegetal, sendo considerada a maior forga seletiva na evolucdo e na distribuigao
geografica das plantas. O estresse hidrico ocorre geralmente de maneira sazonal, de modo que as
plantas desenvolveram mecanismos de adaptagdo a baixa disponibilidade de dgua.

De modo geral, no presente trabalho, o déficit hidrico imposto nos 3 experimentos
realizados foi suficiente para gerar alteragdoes no conteiido e no estado termodinamico da agua, no
solo e nas plantas, que por sua vez afetaram processos fisiologicos e bioquimicos como a
fotossintese, sintese de prolina e o metabolismo de frutanos nas plantas de Vernonia herbacea.

Nas plantas mantidas sob deficiéncia hidrica, os decréscimos na condutancia estomatica,
em resposta a deficiéncia hidrica imposta, parece ter sido o principal fator limitante da
fotossintese. Com efeito, aumentos na condutancia estomdtica e, por extensdo, na transpiragao e
taxas fotossintéticas foram observados apos a re-irrigacdo das plantas.

O alto teor de prolina presente nas plantas sob déficit hidrico sugere sua atuagdo na
osmorregulacdo ou na sinalizacdo e regulagcdo de outras respostas. No entanto, o papel da prolina
nas respostas de V. hebacea ao déficit hidrico deve ser mais bem analisado, uma vez que, ao
contrario dos rizoéforos, na parte aérea, mesmo apresentando alto teor de prolina, ndo houve
manutenc¢ao do teor de umidade e ocorreu a senescéncia das folhas.

O aumento da concentracao de frutose e da razao oligo:polissacarideos verificado nos 3
experimentos, sugere que, sob condi¢des de baixa disponibilidade de dgua, as hidrolases e as
frutosiltransferases estdo envolvidas na produgdo de frutanos de cadeias curtas. As analises dos
fruto-oligossacarideos por HPAEC/PAD evidenciaram que a seca promoveu um rapido aumento
nos monossacarideos, em relagdo aos oligossacarideos.

No experimento descrito no capitulo I utilizou-se terra de canteiro como substrato para as
plantas, enquanto no segundo experimento, do capitulo II, as plantas foram cultivadas em solo de
cerrado. Como observado nas medidas de umidade do solo, o solo de cerrado apresenta uma
capacidade de retengdo dgua bem inferior se comparado a terra de canteiro. Ambos passaram a
apresentar diminuic¢ao do teor de umidade e chegaram a alcancar os respectivos pontos de murcha
permanente. A umidade da terra de canteiro alcangou esse estagio com cerca de 10% de umidade
do solo, enquanto para o solo de cerrado esse valor foi de cerca de 5%.

Em resposta a essas condi¢cdes de umidade do solo, observa-se que o teor de umidade dos
rizoforos acompanhou a diminui¢do da adgua disponivel no solo, sendo que no experimento do

capitulo II observou-se que, apds o alcance do ponto de murcha permanente do solo de cerrado,
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os rizoforos mantiveram o seu teor de umidade. Provavelmente a mesma resposta ocorreria nas
plantas cultivadas em terra de canteiro, mas como no solo de cerrado o ponto de murcha
permanente foi alcancado mais rapidamente dentro do periodo experimental, essa resposta foi
observada apenas nessas plantas.

Esses dois experimentos permitiram avaliar gradualmente as respostas de V. herbacea a
déficits hidricos de diferentes intensidades. Nos capitulos 1 e II, a suspensdo total da rega
permitiu, portanto, o estabelecimento gradual do déficit hidrico e uma anélise integrada ao longo
do tempo das variacdes no status hidrico, na fotossintese e no metabolismo de frutanos, com
respostas em todos os parametros avaliados iniciando-se aproximadamente 7 dias apos a
suspensdo da rega. A partir desses dois experimentos foi possivel, entdo, estabelecer um
protocolo para se estudar as respostas das plantas a outra forma de imposigao do estresse hidrico,
que foi a aplicacdo de diferentes regimes de rega (capitulo III), no qual foi possivel observar,
também, a aclimatag¢do a baixa disponibilidade de agua tanto da parte aérea como dos rizoéforos
nos diferentes ciclos de rega.

A imposicao do déficit hidrico por meio de diferentes regimes de rega permitiu as plantas
a manutenc¢do da fotossintese e da turgescéncia nas plantas dos regimes de rega de 7 e 14 dias no
segundo ciclo de regas. Provavelmente os osmoprotetores produzidos no primeiro ciclo foram
utilizados no segundo, permitindo uma resposta semelhante aquelas observadas nas plantas que
foram re-irrigadas nos experimentos de suspensao total da rega (capitulos I e II).

Apesar dessas diferencas nas condigdes experimentais, as plantas apresentaram respostas
bem semelhantes, com o aumento de atividade das enzimas de sintese seguido da atuacdo das
enzimas de degradacdo e/ou pela atuacdo concomitante destas na redistribui¢do do comprimento
das moléculas de frutanos. Essas alteracdes no metabolismo enzimatico resultaram em uma maior
propor¢ao de oligossacarideos, conforme observado nos valores da razdo oligo: polissacarideos, e
na produgdo de aglicar redutor nos rizéforos. E possivel que essas enzimas estivessem atuando
em diferentes regides dos rizéforos ou em acdo conjunta, porém com o mesmo resultado final, a
producao de moléculas osmorreguladoras.

Pesquisas recentes tem demonstrado que as alteragdes no metabolismo de frutanos estdo
envolvidas ndo s6 no ajuste osmatico das células, mas também na manutenc¢ao da integridade de
membranas e na sinalizagdo para ocorréncia de outras respostas fisioldgicas. Entretanto, analises

do efeito dos frutanos na membrana plasmatica ou outras membranas de organelas celulares nao
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foram ainda realizadas com Vernonia herbacea, o que torna apenas especulativa esta fungao na
espécie estudada.

A determinagdo do potencial hidrico dos rizéforos nos experimentos descritos nos
capitulos II e III mostrou que a diminuicdo deste ¢ concomitante ao aumento dos frutanos de
cadeias curtas, reforcando a hipdtese de que esses carboidratos atuam no ajuste osmotico nessa
espécie. Porém, o efeito de outros solutos compativeis ndo pode ser excluido, j& que as plantas
apresentaram conteudos elevados de prolina.

A tolerancia de V. herbacea ao déficit hidrico ndo se baseia na manutencdo da
turgescéncia da parte aérea para continuidade da fotossintese e processos metabolicos, uma vez
que ocorreu senescéncia da parte aérea quando o solo atingiu seu ponto de murcha permanente.
Esta planta acumula frutanos quando a producdo de fotoassimilados excede a demanda e passa a
utilizar essas reservas para a manuten¢do da integridade dos rizoforos, permitindo a sua
sobrevivéncia durante os periodos de estresse hidrico e uma rdpida reabsor¢ao quando a dgua ¢

reposta, além de permitir a rebrota de novos ramos aéreos.
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Resumo

A falta de 4gua tem sido a maior forga seletiva na evolugdo das plantas e a habilidade de
enfrentar o déficit hidrico ¢ um determinante importante na distribuicdo geografica das plantas.
Preservar uma por¢do dos produtos fotosintetizados em oOrgdos de reserva ¢ uma estratégia de
sobrevivéncia de todas as plantas. Os carboidratos de reserva mais comuns sdo o amido e a
sacarose, porém, os frutanos sdo outra forma de carboidratos de reserva bastante comuns, que
ocorrem em aproximadamente 15% das angiospermas. Os frutanos consistem de séries
homologas de oligo e polissacarideos nao redutores, formados por unidades de frutose ligadas a
uma molécula de sacarose. A enzima que inicia a sintese de frutanos ¢ a sacarose:sacarose 1-
frutosiltransferase (1-SST), que catalisa a transferéncia da unidade de frutose de uma sacarose
para outra. O alongamento da cadeia ¢ feito pela frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT),
que catalisa a transferéncia de unidades de frutose de uma molécula para outra. A degradacao de
frutanos em frutose e sacarose ocorre pela remocao seqiiencial das unidades terminais de frutose
pela acdo da frutano exohidrolase (1-FEH). Vernonia herbacea ¢ uma Asteraceae nativa da
vegetacdo do cerrado que apresenta alto conteudo de frutanos do tipo inulina em seus 6rgios de
reserva, denominados rizéforos. O conteudo elevado de frutanos encontrado em o6rgaos
subterraneos de espécies do cerrado sugere que esses compostos atuam na adaptagdo de plantas
que atravessam condigdes ambientais desfavordveis durante o seu ciclo de desenvolvimento.
Estes compostos atuam como reserva de energia, além da protecdo contra a seca e o frio através
da regulacdo osmotica e da estabilizagao de membranas e biomoléculas. O objetivo deste trabalho
foi analisar a composi¢do e o metabolismo de frutanos em plantas de V. herbacea submetidas a
suspensao total e a diferentes regimes de rega. Sob regimes de rega diferentes, as plantas tratadas
apresentaram diminui¢do do potencial hidrico na parte aérea e no rizéoforo e manutencdo da
turgescéncia e da fotossintese. Por outro lado, a suspensdo total de regas causou diminui¢ao da
fotossintese, sem muitas variagdes na turgescéncia dos rizéforos. O alto teor de prolina presente
nas plantas sob déficit hidrico sugere sua atuacdo na osmorregulacdo ou na sinalizagdo e
regulagdo de outras respostas na planta. O aumento observado na concentragdo de frutose e na
razdo oligo:polissacarideos indicam a ocorréncia da hidrélise parcial dos frutanos em resposta ao
déficit hidrico induzido ¢ o envolvimento das enzimas do metabolismo de frutanos, contribuindo
para a tolerancia a seca nessas plantas. As andlises dos fruto-oligossacarideos por HPAEC/PAD
evidenciaram que a seca promoveu um rapido aumento nos monossacarideos. Sabe-se que o
acumulo de fruto-oligossacarideos no vacuolo possibilita a diminui¢do do potencial hidrico,
afetando o influxo de dgua do citoplasma e interferindo na sinalizag¢do da seca e que a FEH pode
degradar seletivamente esses frutanos, produzindo uma mistura de hexoses, sacarose e fruto-
oligossacarideos, promovendo a prote¢do da membrana e de biomoléculas. Desse modo, o
aumento da razdo oligo:polissacarideos, de frutanos de cadeias curtas e de aglcares redutores
verificado em plantas submetidas ao déficit hidrico ¢ consistente com a hipdtese de que os
frutanos atuam na tolerancia a seca em V. herbacea, uma vez que alteragdes apresentadas em seu
metabolismo possibilitaram aos rizéforos uma baixa perda de dgua durante a suspensado de rega.

Palavras-chave: estresse hidrico, frutanos, tolerancia a seca.
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Abstract

Lack of water has been the major selective force in the evolution of plants and the ability
to endure the water deficit is an important determinant in the distribution of plants. Preserving a
portion of photosynthesized products in storage organs is a survival strategy of all plants. The
most prominent reserve carbohydrates are starch and sucrose, while fructans are another form of
storage carbohydrate, occurring in 15% of angiosperm species. Fructans consist of homologous
series of non-reducing oligo and polysaccharides, each containing fructose units bound to a
sucrose molecule. The enzyme considered to initiate fructan synthesis is sucrose:-sucrose 1-
fructosyltransferase (1-SST), which catalyzes fructosyl transfer from one sucrose to another.
Chain elongation is catalyzed by fructan:fructan 1-fructosyltransferase (1-FFT), which catalyzes
fructosyl transfer from one fructan molecule to another. Fructan breakdown into fructose and
sucrose proceeds via a stepwise removal of terminal fructose residues, by the action of fructan
exohydrolases (1-FEH). Vernonia herbacea is an Asteraceae native to the cerrado vegetation that
presents high contents of inulin-type fructans in the underground storage organs, named
rhizophores. The high fructan contents found in underground systems of the species from the
cerrado suggest that these compounds play a role as a contributor to adaptative features in plants
which undergo unfavorable environmental conditions throughout its developmental cycle. These
compounds act as energy reserve, as protective agents against cold and drought stress through
membrane and biomolecules stabilization and osmotic regulation. The aim of this work was to
analyze the fructan composition and metabolism in plants of V. herbacea submitted to total water
suspension and to different irrigation frequencies. Plants kept under different irrigation
frequencies showed a decrease in water potential (V) of shoot and rhizophores and maintenance
of turgor and photosynthesis. Total water suspension caused a gradual decrease in
photosynthesis, without significant variation of rhizophore turgor. The high content of proline
present in plants under water deficit suggests its role in osmoregulation or in the signaling and
regulation of other responses in plants. The observed increases in fructose concentration and in
the ratio of oligo:polysaccharides indicate of partial hydrolysis of fructans in response to the
induced water deficit and the involvement of enzymes of fructan metabolism, contributing to
drought tolerance in these plants. The analyses of the fructooligosaccharides by HPAEC/PAD
provided evidence that drought promoted a rapid increase in monosaccharide content. It is well
known that accumulation of vacuolar fructan oligosaccharides lowers the osmotic potential,
affecting water influx from the cytoplasm to the vacuole and putatively interferes with drought
signaling. Additionally, FEH might selectively degrade these fructans, producing a mixture of
hexoses, sucrose and oligo-fructans, providing optimal membrane and biomolecules protection.
Thus, the increase in oligo:polysaccharides ratio, in short chain fructans and in reducing sugars
detected in plants subjected to water water deficit is consistent consistent with the hypothesis that
fructans act in drought tolerance in V. herbacea, since the plants showed changes in the
metabolism of these carbohydrates, allowed rhizophores a low water loss during the water
suspension treatments.
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