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Resumo

Estudos recentes prevéem aumento na concentragdo de CO, atmosférico e, consequentemente,
mudancas nos padrGes de precipitacdo ja para o final desse século. Alguns modelos climéaticos
sugerem que na América do Sul havera longos periodos de seca, 0 que podera levar a uma substituicdo
de parte da Floresta Amazonica por cerrado. A vegetacdo desse bioma caracteriza-se por apresentar
uma serie de estratégias adaptativas para superar condi¢Ges adversas, como por exemplo, a estiagem
no inverno. Dentre essas estratégias, grande parte da vegetacdo herbacea apresenta diversos tipos de
Orgdos subterraneos de reserva que conferem sobrevivéncia a condi¢bes extremas de temperatura e
seca, como, por exemplo, os frutanos presentes nas raizes tuberosas de Viguiera discolor e nos
riz6foros de Vernonia herbacea, asteraceas perenes nativas do cerrado que acumulam frutanos do tipo
inulina. Frutanos sdo polimeros de frutose originados da sacarose, sintetizados pela enzima sacarose:
sacarose frutosiltransferase (SST), que catalisa a formacao do trissacarideo 1-cestose a partir de duas
moléculas de sacarose, e pela frutano: frutano frutosiltransferase (FFT), responsavel pelo alongamento
da cadeia. A despolimerizacdo dos frutanos se da pela acdo da enzima frutano-exohidrolase (FEH).
Poucos trabalhos tém considerado as respostas de plantas aos efeitos combinados do déficit hidrico no
solo e da alta [CO,]am. Sob essas condicbes, os autores sugerem que o alto CO, mitiga os efeitos
observados em plantas sob déficit hidrico quando comparadas aquelas mantidas sob déficit hidrico e
atmosfera atual, e que essas respostas variam de acordo com a espécie estudada. Nesse trabalho foram
realizados trés estudos com o objetivo de se avaliar os efeitos desses dois estresses nas trocas gasosas,
no status hidrico, no crescimento e no metabolismo de frutanos em V. herbacea e V. discolor. Para
isso, o déficit hidrico foi aplicado por suspensdo total de regas e por diminuicdo gradual da
disponibilidade hidrica, em condicdes elevadas e ambientais de CO,. De modo geral, os resultados
obtidos demonstram, ao longo do continnum solo-planta, uma relagdo de dependéncia entre os
parametros avaliados e a disponibilidade hidrica, independente da concentragdo de CO, e da espécie
estudada. Embora o alto CO, tenha diminuido a condutancia estomatica, como verificado em V.
herbacea, isso ndo foi observado em plantas de V. discolor, 0 que ocasionou a rapida diminuigdo do
conteldo de agua nos vasos em plantas submetidas a suspensdo de regas. No estudo comparativo entre
as duas estacOes do ano, realizado com V. herbacea, fica clara a diferenca nas respostas hidricas entre
0 inverno e a primavera, embora isso ndo tenha sido verificado em plantas sob alto CO,. Esse
resultado parece estar relacionado com a prépria sazonalidade climatica caracteristica do cerrado. Sob
diferentes niveis de disponibilidade hidrica, as maiores alteragdes foram verificadas nas plantas sob
25% em ambas as concentracBes de CO,, que apresentaram respostas semelhantes as plantas sob
suspensdo de regas. Nos demais niveis de reposi¢do de agua, em ambas as concentragdes de CO,,
verificou-se que as plantas aclimataram-se as novas condi¢fes por manterem valores de atividade das
enzimas do metabolismo de frutanos e do contetido desses carboidratos proximos aos de plantas
controle. Os resultados obtidos com V. herbacea e V. discolor demonstram que o alto CO, causou um
atraso na mobilizacdo de frutanos em plantas sob déficit hidrico para manutencéo de seu metabolismo,
fazendo uso primeiramente do carbono em excesso, possivelmente proveniente da fotossintese,
sugerindo que a presenca de 6rgdos de reserva subterraneos que armazenam frutanos podera conferir

um maior sucesso adaptativo as novas condi¢des hidricas sob elevado CO,.



Abstract

Recent studies predict increases in the concentration of atmospheric CO, and, consequently, changes
in the distribution pattern of precipitation towards the end of this century. Climatic models suggest that
there will be long drought periods in South America, which might lead to a substitution of part of the
Amazon Forest into Cerrado. The cerrado vegetation is characterized by a series of adaptive strategies
to undergo adverse conditions, such as the winter drought. Among these strategies, a high number of
herbaceous species bear underground reserve organs that allow survival of the plants to extreme
temperature and drought conditions due to their reserve substances, such as fructans, carbohydrates
stored in the tuberous roots of Viguiera discolor and in rhizophores of Vernonia herbacea, native
perennial herbaceous Asteraceae of the cerrado, which accumulate inulin-type fructans. Fructans are
fructose polymers originated from sucrose and synthesized by the combined action of sucrose:sucrose
fructosyltransferase (SST) that catalyses the formation of a trisaccharide 1-kestose from two sucrose
molecules and of fructan:fructan fructosyltransferase (FFT), responsible for chain elongation. Fructan
depolimerization occurs by the action of fructan exohydrolase (FEH). Very few reports have
considered the responses of plants to the combined effects of soil water deficit and high (CO2)atm.
Under such conditions, authors suggest that the high CO, mitigate the effects of water deficit when
compared to the plants kept under water deficit and the normal CO, concentration, and that the
responses are species-specific. In the present study, three experiments were undertaken aiming to
evaluate the effects of these two stress factors on plant gas exchange, water status, growth and fructan
metabolism in V. herbacea and V. discolor. The water deficit was imposed using both the complete
water suppression and the gradual water suppression strategies, under ambient (~380ppm) and
elevated (~760 ppm) CO, concentrations. Generally, it was demonstrated that throughout the
continnum soil-plant, there is a dependent relation among the evaluated parameters and water
availability, independently of the species and of the CO, concentration assayed. Although the high
CO, caused the decrease in stomatal conductance, as detected in V. herbacea, this was not observed in
V. discolor, thus causing a fast decrease in water content of soil from plants submitted to water
suppression. In the comparative study performed during two seasons, spring and winter, with V.
herbacea, the differences in the responses of the water status between them were clearly detected in
the ambient CO,, however not detected under high [CO,]. This result seems to be related with the
climatic seasonality of the cerrado. Under different water reposition levels, the main changes were
detected in plants under 25% of water “reposition” in both CO, concentrations. Under this condition
the responses of plants were similar to the responses observed in plants under total water suppression.
Under 50 and 75% of water “reposition” and under both CO, concentrations, plants seemed to have
acclimated to the new water status, since they maintained the levels of enzyme activity and fructan
contents similar to levels detected in control plants. The results obtained with V. herbacea and V.
discolor demonstrate that high CO, caused a delay in the mobilization of fructans in plants under
drought to maintain their metabolism, using first the excess carbon, possibly from the photosynthesis,
suggesting that the presence of underground reserve organs that can store fructans give a greater

adaptive success to the new hydric conditions at high CO,.



Introdungdo

1. INTRODUCAO

O aumento nos gases causadores do efeito estufa (GEE), em decorréncia,
principalmente, da queima de combustiveis fdsseis, utilizados como fonte de energia, e das
mudancas no uso do solo, tem sido destacado nos ultimos anos no meio cientifico e também
nos meios de comunicagdo. Amostras de ar fdssil aprisionadas em testemunhas de gelo
antartico, mostraram aumento de aproximadamente 25% nos niveis atmosféricos de dioxido
de carbono (CO,), além do aumento nos niveis de metano (CH,) e dxidos nitricos (NOx),
guando comparados aos teores pré-industriais dos ultimos 400 mil anos (Petit et al. 1999).

Medidas em tempo real da concentracdo de CO, atmosférico realizadas em Mauna
Loa, Havai (EUA), mostraram que entre 1959 e 2002 houve um aumento de 55 ppm (partes
por milhdo) de CO, (Keeling & Whorf 2002 apud Kdérner 2006) (figura 1). Previsfes estimam
que, em 2075, os niveis atmosféricos de CO, estardo proximos de 720 ppm (Houghton et al.
1996). Segundo dados do relatorio de 2007 do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climaéticas (do inglés - IPCC), a concentracdo de CO, aumentou no periodo de 1995 a 2005,
em média, 1,9 ppm por ano. Em dezembro de 2011, segundo dados do Laboratério de
Pesquisa do Sistema Terra (ESRL 2011), érgdo do governo dos Estados Unidos, a
concentracdo de CO, atmosférico atingiu o valor de 391,80 ppm, cerca de 2 ppm superior ao
valor obtido em dezembro de 2010.

O aumento de CO,, acompanhado de outros GEE, podera elevar a temperatura global
de 1,4 a 5,8 °C e modificar os padrdes de precipitacdo nos proximos 100 anos, levando ao
aumento do déficit hidrico no solo em areas extensas do planeta (Baker et al. 1997, Houghton
et al. 2001, Naumburg et al. 2004). Os modelos climaticos sugerem que na América do Sul
havera aumento da precipitacdo, entretanto esse fenébmeno estara limitado a poucos meses do
ano, conferindo longos periodos de seca nessa regido (IPCC 2007).

Nas plantas, o elevado CO, atmosférico promove, em geral, um aumento na taxa
fotossintética, maior crescimento, biomassa e eficiéncia do uso da agua (EUA),
acompanhados pela diminuicdo da condutancia estomatica e transpiracdo (Kdérner 2006). Em
plantas sob déficit hidrico e sob as condigbes atmosféricas atuais (~ 380 ppm de CO,), 0s
principais processos fisiologicos afetados sdo a abertura estomatica, a fotossintese do
mesofilo e, por extensdo, 0 seu crescimento. Entretanto, tais efeitos dependem da espécie em
questdo bem como da intensidade e duracdo do déficit hidrico imposto (Chaves e Pereira
1992). Essas respostas, aliadas as previsdes para esse século das mudangas no regime hidrico
e na concentracdo de CO,, sugerem que haverd uma mudanga na composi¢do da vegetacao
(IPCC 2007).
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Figura 1. Concentracdo atmosférica de dioxido de carbono (CO,) durante os ultimos 10.000 anos. No
detalhe dados obtidos a partir de 1750. Simbolos de diferentes cores referem-se a dados obtidos de
diferentes testemunhas de gelo e a linha rosa refere-se a amostras de ar atmosférico (IPCC 2007,

modificado).

No Brasil, por exemplo, prevé-se que haverd uma substituicdo de parte da Floresta
Amazonica por Cerrado (IPCC 2007), bioma marcado por duas estagdes bem definidas —
verdo chuvoso e inverno seco (Coutinho 2002). A vegetacdo deste bioma, por sua vez,
apresenta crescimento sazonal e uma série de estratégias adaptativas para superar condicoes
adversas como o fogo, a seca e 0 estresse nutricional caracteristico do Cerrado. Dentre essas
estratégias, inclui-se a presenca massiva de 6rgdos subterrdneos espessados em plantas
herbaceas que atravessam periodos de acumulo de fotoassimilados durante o seu
desenvolvimento (Mantovani & Martins 1988). Cerca de 60% das espécies herbaceas de
Asteraceae ocorrentes em uma area de cerrado da Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental
de Moji Guagu, S&o Paulo, acumulam grande parte dos fotoassimilados na forma de frutanos
(Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993, Carvalho et al. 2007).

Frutanos sdo polimeros de frutose lineares ou ramificados, originados da sacarose, que
ocorrem como compostos de reserva em aproximadamente 15% das Angiospermas, incluindo
espeécies de ordens evoluidas e economicamente importantes, como Asterales e Poales. Dentre
as monocotiledéneas que acumulam frutanos encontram-se principalmente as Poaceae,
Liliaceae, Amaryllidaceae, Iridaceae e Agavaceae e entre as dicotileddneas, os frutanos sdo
encontrados em especies de Campanulaceae, Lobeliaceae, Stylidiaceae e em

aproximadamente 25000 espécies de Asteraceae (Hendry & Wallace 1993). Também sao
2
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encontrados em briofitas, algas, fungos e bactérias, razdo pela qual Hendry (1993) sugeriu a
origem polifilética do metabolismo de frutanos.

A maioria das espeécies ricas em frutanos encontra-se fora da regido tropical, sendo
mais abundantes em regides onde o crescimento é sazonal. A expansdo da flora que contém
frutanos coincidiu com o aparecimento de episodios de seca e, particularmente, com a seca
sazonal, durante o Eoceno-Mioceno. A flora do Mioceno caracterizou-se pelo aparecimento e
expansdo das vegetacOes de savana e de cerrado em regides quentes (Hendry & Wallace
1993). Néo existe uma evidéncia que associe a expansdo da flora que contém frutanos a
episddios prolongados de frio. A distribuicdo geografica desta flora parece estar mais
relacionada a presenga de um regime sazonal de chuvas, como ocorre nas savanas tropicais,
por exemplo.

Os frutanos consistem de séries homologas de oligo- e polissacarideos ndo redutores,
onde cada membro da série contém um residuo de frutose a mais que o membro anterior
(Edelman & Jefford 1968). Esses polimeros de D-frutose apresentam um residuo de D-
glucose geralmente localizado na extremidade da cadeia, unido por uma ligagdo do tipo a-1,2
como na sacarose. O frutano mais simples € um monofrutosil sacarose, um trissacarideo.

Sdo conhecidos trés isdmeros desse trissacarideo, que diferem entre si pela liga¢do da
frutose a um dos grupos hidroxila da sacarose. Segundo Pollock et al. (1996 e referéncias ali
contidas), a 1-cestose (1-F-frutosil sacarose, a-glu-1,2-B-fru-1,2-fru) foi o primeiro a ser
caracterizado por Bell e colaboradores e é encontrada em todas as espécies que acumulam
frutanos. A 6-cestose (6-F-frutosil sacarose, a-glu-1,2-pB-fru-6,2-fru) apresenta o residuo
terminal de frutose ligado ao carbono 6 da frutose, e a neocestose (6-G-frutosil sacarose, -
fru-2,6-a-glu-1,2-fru) apresenta os dois residuos de frutose ligados a glucose. Assim, a 1-
cestose e a 6-cestose possuem uma glucose e uma frutose terminais, enquanto a neocestose
apresenta a glucose interna. Baseando-se nos trés trissacarideos e no tipo de ligacdo
glicosidica predominante entre as unidades de frutose, p-2,1 ou B-2,6, cinco tipos diferentes
de estruturas de frutanos podem ser distinguidos em plantas superiores (Pollock et al. 1996,

Ritsema & Smeekens 2003), conforme descrito abaixo e mostrado na figura 2:

e inulina, molécula linear baseada no trissacarideo 1-cestose, com ligagdes f-2,1
entre os residuos de frutose, encontrado principalmente em Asterales (ex.:
Helianthus tuberosus L.);

e levano, molécula linear baseada na 6-cestose, com liga¢des $-2,6 entre os residuos

de frutose, caracteristico de Poales (ex.: Phleum pratense L.);
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e frutanos com ligagdes mistas, dos tipos B-2,1 e B-2,6, e cadeias ramificadas, com

glucose na extremidade da cadeia, também encontrado em Poales (ex.: Bromus,
Triticum);

e frutanos baseados na neocestose ou neosérie da inulina, com ligagdes -2,1 entre
os residuos de frutose, encontrado em Liliaceae (ex.: Aspargus, Allium e alguns
membros das Poales) e

e frutano baseado em neocestose ou neosérie do levano, com ligagdes B-2,6 entre 0s

residuos de frutose, presente em alguns membros de Poales (ex.: Avena).

@ CH,OH H ® CH,OH CH,OH H
2 o o] : z o

2

oe’ i OON{ CH;OH CHEOH)/HDH er:) oe)//jo OH\L‘( CH,OH
H

H o CHOH CHOH o H
(2] .2)
CH,oH" \HOH 0 o)/OOH CH,OH
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Figura 2. Exemplos de diferentes tipos de frutanos. (a) inulina, (b) neosérie de inulina, (c) levano e (d)

levano misto. A molécula de sacarose esta circulada (Ritsema & Smeekens 2003, modificado).
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Segundo modelo proposto por Edelman & Jefford (1968) para tubérculos de
Helianthus tuberosus, os frutanos séo sintetizados pela acdo de duas frutosiltransferases. A
sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST, EC 2.4.1.99), que catalisa irreversivelmente a
formacdo da 1-cestose a partir de duas moléculas de sacarose, liberando uma molécula de
glucose que, apos fosforilagdo, € novamente utilizada na sintese de sacarose. Essa enzima
apresenta alta especificidade pela sacarose.

SST
G-12-F+G-12-F > G-1,2-F-12-F+ G

sacarose sacarose 1-cestose glucose

A outra frutosiltransferase envolvida na sintese de frutanos é a 1-FFT (frutano:frutano
1-frutosiltransferase, EC 2.4.1.100), responsavel pelo alongamento da cadeia de frutanos,
catalisando a transferéncia reversivel de residuos terminais de frutose de uma molécula
doadora para uma receptora. Nesta reacdo, a menor molécula receptora € a sacarose gue nunca
pode ser doadora (Edelman & Jefford 1968). Como a reacdo é reversivel, essa enzima
também atua na redistribuicdo das unidades de frutose, podendo promover também a
diminuicdo do comprimento das cadeias. Esse modelo ainda é 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.

FFT
G-F-(F)y + G-F-(F)m <> G-F-(F)n.1 — G-F-(F)ms1

n = n° de residuos de frutose extra-sacarose da molécula doadora
m = n° desses residuos da molécula receptora
A despolimerizacdo das moléculas de frutanos € catalisada por frutano-exohidrolases
(FEHSs) e ocorre pela remocao seqliencial dos residuos terminais de frutose. Os produtos finais
da FEH sdo a frutose e a sacarose, sendo a enzima fortemente inibida por esse dissacarideo
(Edelman & Jefford 1964, Van den Ende et al. 2002).

FEH
G'F'(F)n + HZO —> G'F'(F)n_l + F

Dois tipos principais de FEHs podem ser distinguidos, dependendo do tipo de ligagéo
que esta hidrolisa: a 1-FEH (EC 3.2.1.153), que atua sobre ligagdes B-2,1, e a 6-FEH (EC
3.2.1.154), que atua sobre ligagdes B-2,6 (Van den Ende et al. 2002). Entretanto, uma FEH

que hidrolisa ambas as liga¢des foi purificada de Hordeum vulgare L. (Henson & Livingston
5
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1998). Adicionalmente, a presenca de isoformas de FEH atuando na mobilizacdo de frutanos
foi descrita para diferentes espécies, como exemplificado para H. tuberosus (Edelman &
Jefford 1964), C. intybus (Claessens et al. 1990, Van den Ende et al. 2002), Lolium rigidum
L. (Bonnett & Simpson 1993), Triticum aestivum L. (Van den Ende et al. 2003, Van den Ende
et al. 2005, Van Riet et al. 2006) e Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (Asega et al. 2004).

Nas células, os frutanos e as enzimas de seu metabolismo sdo acumulados nos
vactolos (Frehner et al. 1984), embora sua presenca e a da FEH tenham sido detectadas
também no fluido apoplastico (Henson & Livingston 1998, Van den Ende et al. 2005). Os
frutanos s@o encontrados em Orgédos subterraneos de reserva, como raizes tuberosas, rizéforos,
tubérculos e bulbos e em érgdos fotossintetizantes, como folhas, caules, inflorescéncias e
sementes (Meier & Reid 1982, Carvalho et al. 2007, Ritsema & Smeekens 2003).

A atividade das enzimas relacionadas ao metabolismo de frutanos é influenciada por
niveis enddgenos de carboidratos (Farrar 1996). Altas concentracdes de sacarose promovem a
biossintese, aumentando a capacidade do 6rgdo dreno de atrair e acumular fotossintatos
(Pollock & Cairns 1991). A SST, por exemplo, é induzida em condi¢bes que elevam a
concentracdo de sacarose e que, portanto, promovem 0 aumento de frutanos. Entre estas
citam-se: anoxia (Albretch et al. 1993), baixa temperatura (Jeong & Housley 1990,
Prud’homme et al. 1993), iluminacdo continua de folhas (Simmen et al. 1993, Penson &
Cairns 1994), alta irradiancia (Cairns et al. 2000), exposicao a seca (De Roover et al. 2000) e
deficiéncia de nitrogénio (Améziane et al. 1997, Wang et al. 2000).

Por outro lado, a mobilizacdo dos frutanos ocorre quando ha um aumento da demanda
por compostos de carbono para o crescimento da planta ou para permitir ajustes metabdlicos
em situacOes de estresses. Assim, 0 aumento da atividade da FEH foi observado em espécies
de Asteraceae durante a brotacdo de Orgdos aéreos no ciclo anual de desenvolvimento, ou
durante a rebrota de plantas desfolhadas, conforme relatado em Asega & Carvalho (2004 e
referéncias ali contidas). Baixas temperaturas também induzem a atividade da FEH (Van den
Ende & Van Laere 1996, Portes 2005, Asega et al. 2011) que, ao promover a diminui¢do do
tamanho médio das cadeias de frutanos, permite o ajuste osmatico nas células, promovendo a
tolerancia das plantas ao frio.

Os frutanos s@o, em geral, armazenados quando a producéo de fotoassimilados excede
a demanda, e sdo mobilizados quando h& necessidade de energia (Ritsema & Smeekens
2003). Em tecidos fotossintéticos, os frutanos armazenados nos vacuolos servem como uma
reserva de sacarose, evitando a retro-inibicdo da fotossintese induzida por aglUcares. Em

tecidos drenos, a polimerizacdo da sacarose em frutanos € importante para manutencdo do
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gradiente de sacarose entre os tecidos de armazenamento e o floema, garantindo sua
translocacéo para esses tecidos (Pollock 1986, Pollock & Cairns 1991).

Os frutanos sédo acumulados durante o crescimento e desenvolvimento das plantas.
Contudo, alteragdes em sua concentracdo e composicdo, bem como nas atividades das
enzimas do seu metabolismo, conforme relatado anteriormente, podem estar associadas a
variag0es sazonais de temperatura e outros fatores ambientais (Pollock 1986, Pontis 1989,
Housley & Pollock 1993) indicando que, além do papel de carboidrato de reserva, os frutanos
apresentam outras funcdes fisioldgicas. Estes polimeros parecem estar associados a protecdo
das plantas contra o frio e a seca, por atuarem na regulacdo osmotica da célula, atraves da
variacdo do grau de polimerizacdo de suas moléculas (Pontis & Del Campillo 1985, Pilon-
Smits et al. 1995, Van den Ende et al. 2002) e por prevenir danos & membrana celular,
mantendo sua integridade e o funcionamento celular (Demel et al. 1998, Vereyken et al.
2001). Em espécies de cerrado, esses compostos atuam possivelmente aumentando a
tolerdncia das plantas a baixa disponibilidade de &gua durante o inverno, contribuindo para
sua sobrevivéncia nessas condic¢des (Carvalho & Figueiredo-Ribeiro 2001, Dias-Tagliacozzo
et al. 2004, Garcia et al. 2011).

Além de sua funcdo como carboidrato de reserva e na adaptacdo das plantas ao
ambiente, os frutanos vém sendo utilizados na industria alimenticia e farmacéutica. Nos
ultimos anos tem havido um interesse crescente pelo uso da inulina como ingrediente
alimentar; na forma de frutose livre é indicada como adocante dietético, na forma de fruto-
oligossacarideos (FOS) é empregada como fibra solGvel e alimento funcional (Ritsema &
Smeekens 2003).

Os frutanos sdo, portanto, considerados compostos pré-bidticos, uma vez que ndo sdo
hidrolisados pelas enzimas digestivas e promovem o crescimento seletivo de bactérias, como
lactobacilus e bifidobactérias no célon (Hartemink et al. 1997, Cummings et al. 2001). Os
FOS propiciam a diminuicdo dos niveis de triglicerideo sérico (Hidaka et al. 1986),
estimulam a absorcdo de calcio, magnésio e ferro no célon (Roberfroid 2002) e,
possivelmente atuam na prevencdo do cancer de célon (Roberfroid 2005). Quando misturada
a agua, a inulina forma uma emulsdo de baixo teor calérico com textura similar a gordura e
adequada a fabricacdo de iogurtes, sorvetes, mousses, chocolates e produtos de panificacdo
(Ritsema & Smeekens 2003).

Atualmente, o principal frutano usado na industria alimenticia mundial é a inulina de
raizes de C. intybus proveniente de cultivos na Bélgica e Holanda. Segundo Van den Ende et

al. (2002), a producdo anual de inulina proveniente das raizes tuberosas de chicdria cresceu na
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ultima década de mil para mais de 100 mil toneladas, devido ao aumento da demanda por este
composto.

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (figura 3) é uma Asteraceae perene ocorrente no
cerrado que apresenta crescimento sazonal bem definido (Carvalho & Dietrich 1993). Possui
Orgdos subterraneos espessados, de origem caulinar, denominados riz6foros por Menezes et
al. (1979), para outras espécies do género. Os riz6foros sdo responsaveis pela reproducao
vegetativa da espécie, pois apresentam gemas axilares que ddo origem a ramos aéreos, além
de se ramificar subterraneamente (Hayashi & Appezatto-da-Gloria 2005), e também atuam
como o6rgdos de reserva da planta (Carvalho & Dietrich 1993). Das espécies do género
Vernonia encontradas em areas de cerrado do estado de S@o Paulo e conhecidas até o
momento, V. herbacea destaca-se pelas altas concentra¢des de frutanos, que atingem até 80%
da massa seca dos rizoforos (Carvalho & Dietrich 1993, Figueiredi-Ribeiro et al. 1986).

Outra espécie que também acumula cerca de 80% da massa seca em frutanos é
Viguiera discolor Baker (figura 4), Asteraceae herbacea perene, ocorrente no cerrado, que
apresenta raizes tuberosas adventicias (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986). Uma caracteristica
interessante em V. discolor é a presenca de cadeias atipicamente longas de frutanos que
atingem um grau de polimerizacdo (GP) de até 170 (Isejima & Figueiredo-Ribeiro 1993).
Com base nesta caracteristica, a enzima FFT desta espécie foi clonada e sua expressao
heter6loga em Pichia pastoris confirmou sua capacidade de sintetizar frutanos de cadeias
longas, sendo, portanto considerada uma das poucas enzimas que apresentam esta importante

caracteristica dentre as espécies de Asteraceae (Van den Ende et al. 2005).

Os trabalhos realizados com Asteraceae do Cerrado acumuladoras de frutanos
demonstraram o excelente potencial de V. herbacea e V. discolor para estudos sobre o efeito
de fatores ambientais no crescimento, alocacdo de biomassa, producdo e metabolismo de
frutanos, e sobre o papel ecofisioldgico dos frutanos nessas espécies. Estudos com V. discolor
incluiram analises da composicdo de frutanos durante o ciclo fenoldgico (Isejima &
Figueiredo-Ribeiro 1993), da particdo da matéria seca durante o desenvolvimento (Isejima &
Figueiredo-Ribeiro 1991) e das atividades de biossintese (ltaya et al. 1997, 1999) e

degradacéo (Degasperi et al. 2003) de frutanos, entre outros.
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Figura 3. Aspecto geral de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby. Note os 6rgdos subterraneos de reserva,
rizoforos, responsaveis pelo armazenamento dos frutanos. Foto: Maria Angela Machado de Carvalho.
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Figura 4. Aspecto geral de Viguiera discolor Baker. Note as raizes tuberosas, responsaveis pelo
armazenamento dos frutanos. Foto: Maria Angela Machado de Carvalho.
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Dentre os fatores ambientais estudados, avaliaram-se os efeitos de temperaturas
baixas, déficit hidrico e aumento da concentracdo de CO, no crescimento e no metabolismo
de frutanos em plantas de V. herbacea. Tanto sob baixa temperatura (Dias-Tagliacozzo et al.
1999, Asega 2007, Portes 2005) como sob déficit hidrico (Dias-Tagliacozzo et al. 2004,
Garcia 2009, Garcia et al. 2011), ocorreu um nitido aumento de frutose, sacarose e da razéo
oligossacarideos:polissacarideos, sugerindo o possivel papel desses agucares na regulacao
osmatica nestas condigdes. Quando submetidas & concentragdo elevada de CO,, as plantas
apresentaram maior crescimento, biomassa aérea e subterranea, produtividade de frutanos, em
especial de fruto-polissacarideos, taxa fotossintética e eficiéncia do uso da agua (EUA),
sugerindo que a presenca de Orgdos de reserva subterraneos com concentracdo elevada de
frutanos podera conferir um maior sucesso adaptativo as novas condi¢des hidricas sob
condicBes de elevada [CO,] uma vez que esta espécie ja possui mecanismos de adaptacdo a
baixa disponibilidade de 4gua nas condicGes atmosfeéricas atuais (Oliveira et al. 2010).

Poucos trabalhos tém considerado as respostas de plantas aos efeitos combinados dos
déficits hidricos no solo e das altas concentracfes de CO,. Sob essas condices, foi observado
que as plantas aumentam significativamente seu crescimento e produtividade (Wall et al.
2001, Xiao et al. 2005) quando comparadas as plantas mantidas sob déficit hidrico e nas
condicBes atmosféricas atuais, sugerindo que a atmosfera enriquecida com CO, ameniza 0s
efeitos do déficit hidrico, diminuindo a importancia da limitacdo estomatica para a
assimilacdo do carbono, inibindo a fotorrespiracdo, estimulando a particdo de acglcares
sollveis e aumentando a eficiéncia do uso da dgua (Chaves & Pereira 1992).

A maioria dos trabalhos disponiveis sobre déficit hidrico e alto CO, foram realizados
com plantas cultivadas e de crescimento rapido, com ciclos de vida curtos (Samarakoon &
Gifford 1996a,b, Sgherri et al. 1998) enquanto que em plantas nativas os estudos ainda sao
escassos. Em bases globais, os fluxos de carbono entre a biosfera e a atmosfera sdo
determinados em grande parte pelos ecossistemas florestais sendo as arvores um potencial
dreno de carbono (Mousseau & Sargier 1992). Lee & Jarvis (1995) destacam que plantas
nativas diferem das cultivadas em suas respostas as altas [CO,4m] € ao déficit hidrico por uma
série de fatores como tempo de vida, taxas e padres de crescimento, além da alocacdo e
particdo de carbono (C) e nitrogénio (N).

Assim, é importante considerar o efeito conjunto do aumento da concentracdo de CO,
e da diminuicdo da disponibilidade de agua no solo, de modo a estimar os possiveis efeitos

das mudancas climaticas projetadas para esse século na vegetacéo nativa.
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2. OBJETIVO

Tendo em vista os elevados niveis de frutanos em plantas de Vernonia herbacea e
Viguiera discolor, da ampla ocorréncia de espécies acumuladoras desses polimeros no cerrado
e considerando as previsGes para esse século de aumento da concentracdo de CO, e de
mudancas nos padrdes de distribuigdo de chuvas, este trabalho teve como objetivo estudar os
efeitos interativos do elevado CO, e do déficit hidrico no metabolismo de frutanos nessas

duas espécies herbaceas do cerrado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e condicdes de cultivo

Para a realizacdo do experimento com Viguiera discolor, plantas com
aproximadamente 2 anos de idade, obtidas por germinacdo de sementes coletadas em area de
cerrado da Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji Guacu (RBEE), SP (22° 18’ S,
47° 11° W), foram trasplantadas, em julho de 2009, para vasos de 2 L, em nimero de duas
plantas por vaso.

Para os experimentos com Vernonia herbacea, foram utilizadas plantas obtidas por
propagacdo vegetativa a partir de fragmentos de rizoforos de plantas adultas coletadas na
mesma area, como descrito por Carvalho et al. (1997). Apos atingirem cerca de 5 cm de
altura, foram transferidas para vasos de 3 L em numero de duas ou trés por vaso (Oliveira et
al. 2010).

Para todos os experimentos, as plantas foram cultivadas em solo de cerrado e
separadas em dois lotes e distribuidas em camaras de topo aberto (OTC “open-top chambers™)
de 1,5 m de diametro e 2 m de altura, providas de um sistema de circulacdo de ar (figura 5) e
instaladas no interior de uma Casa de Vegetacdo do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e
Bioquimica do Instituto de Boténica (Aidar et al. 2002). Um lote de 81 plantas foi mantido
sob atmosfera ambiente de 380 ppm de CO,, enquanto o outro foi submetido a atmosfera de
760 ppm de CO,, através de injecdo de gas a partir de um cilindro de CO, comprimido
acoplado ao sistema. Nos 2 dois primeiros experimentos com V. discolor e V. herbacea, as
concentra¢fes do gas no interior das camaras foram monitoradas a cada trés dias com um
medidor de CO, modelo Testo 435. Esse sistema foi aperfeicoado posteriormente com a
automatizacdo do monitoramento do microclima e da concentracdo do CO; no interior das
OTCs. O sistema conta com sensores de monitoramento continuo da temperatura (T °C) e
umidade relativa (UR) do ar (modelo 107L em abrigo 41303-5A, Campbell Sci., Utah, EUA),
da radiacdo fotossinteticamente ativa - PAR (modelo Li-190SB, Li-Cor, Nebraska, EUA) e
controle da concentracdo de CO, [CO], utilizando um analisador de gases no infravermelho -
IRGA (modelo WMA-4, PPSystem). Todos os dados de temperatura, UR, PAR e [CO;]
foram coletados a cada 15 minutos e armazenados em um Datalogger (modelo CR1000,
Campbell Sci., EUA) utilizando o Software de controle do sistema (modelo Datalogger
Suport Software PC400 1.5, Campbell Sci., EUA). As plantas foram regadas quinzenalmente
com solucdo Vernonia (Cuzzuol et al. 2005). Nesta ocasiéo, era realizada a redistribuicdo dos

vasos dentro das camaras, de forma a se evitar a aclimatacéo das plantas ao microambiente.
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Figura 5. (A) Esquema da camara de topo aberto: 1 - Cilindro de gas de CO,, 2- Véalvula de
regulagem, 3- Mangueira de gas, 4- Entrada para ar, 5- Ventilador, 6- Vasos. (*) Itens
presentes somente na camara de atmosfera enriquecida de CO,. As setas indicam a direcdo do
fluxo de gas ou de ar atmosférico. (B) Camaras instaladas na Casa de Vegetacdo do Nucleo de
Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica contendo plantas de V. herbacea mantidas

em elevada concentracdo atmosférica de CO, e também atmosfera ambiente.
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3.1.1. Efeito conjunto da suspensdo de regas e da concentragdo elevada de CO, no
metabolismo de frutanos em Viguiera discolor

Inicialmente, as plantas foram mantidas por 21 dias nas OTCs, nos respectivos
ambientes de CO, para adaptacao as condi¢bes atmosféericas impostas. Como nao se conhecia
as respostas de trocas gasosas de V. discolor sob alto CO,, medidas destes parametros
(conforme item 3.4) foram realizadas a cada 3 dias apds a entrada nas OTCs, com 0 objetivo
de se verificar alteragdes nestas medidas que poderiam sugerir uma aclimatacdo a essa nova
condicdo atmosférica, especialmente o aumento da eficiéncia do uso da agua.

Em seguida, as plantas de cada tratamento de CO, foram separadas em dois lotes: um
lote foi irrigado diariamente (C - controle) e outro foi submetido ao déficit hidrico pela
suspensdo da regas (SR). As coletas foram realizadas no inicio do tratamento (TO) e aos 5, 8 e
11 dias apds o inicio da suspensdo de regas. Aos 11 dias, parte das plantas sob déficit hidrico
foram re-irrigadas (R) e, novamente, apds 4 e 7 dias, foram realizadas coletas. O experimento
foi realizado entre os meses de agosto e outubro de 2009. Nesse periodo, a temperatura média
na casa de vegetacgdo foi de 18 °C, com méxima de 30,2 °C e minima de 12,2 °C (Figura 6). A
umidade relativa do ar foi de 86%, com méxima de 97% e minima de 42%. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em fatorial 2x3 sendo duas concentracdes
atmosféricas de CO, (380 e 760 ppm) e trés regimes hidricos (suspensdo total de regas, regas
diaria e re-irrigagdo), totalizando 6 tratamentos. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata e cada replicata foi composta por duas plantas.
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Figura 6 — Medidas diaria da temperatura maxima ( [, minima ( @) e média (4.) do ar e

medidas médias de umidade relativa do ar (@).
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Em cada ponto de amostragem foram realizadas coletas de solo para determinagéo do
potencial hidrico, analises do potencial hidrico da parte aérea (Wwpa) € da raiz tuberosa
(Wwsub), medidas de trocas gasosas e coletas de raizes tuberosas para realizacéo das extracfes
enzimaticas e de carboidratos. Apos lavagem das plantas e congelamento em nitrogénio
liquido, amostras de raizes tuberosas foram armazenadas a -80 °C, até se proceder as analises

bioguimicas.

3.1.2. Efeito conjunto da suspensdo de regas e da concentracdo atmosferica elevada de
CO; no metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea — estudo comparativo em
duas estacOes: primavera e inverno
Inicialmente as plantas foram mantidas por 15 dias nas OTCs, nos respectivos

ambientes de CO, para adaptacdo as condi¢Ges atmosféricas impostas, conforme verificado

por Oliveira et al. (2010). Em seguida, as plantas de cada tratamento de CO, foram separadas
em dois lotes: um lote foi irrigado diariamente (C) e outro foi submetido a imposicdo do
déficit hidrico (SR) pela suspenséo da regas.

Foram conduzidos dois experimentos sob essas condi¢des. No primeiro, realizado no
periodo considerado umido nos meses de outubro e novembro de 2009, que neste trabalho
sera denominado de primavera, , 0 material foi coletado no inicio do tratamento (TO) e aos 3,
7 e 10 dias ap0s o inicio da suspensao de regas. Aos 10 dias, parte das plantas sob déficit
hidrico foram re-irrigadas (R) e, novamente apds 2 e 7 dias, foram realizadas coletas. Nesse
periodo, a temperatura média da casa de vegetacdo foi de 23 °C, com maxima de 32,2 °C e
minima de 18,4 °C. A umidade relativa do ar foi de 82%, com méxima de 92% e minima de
67% (Figura 7).
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Figura 7 — Medidas diaria da temperatura maxima ( [, minima ( ) e média (4.) do ar e
medidas médias de umidade relativa do ar (@).
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No segundo experimento, desenvolvido no periodo considerado seco, nos meses de
julho e agosto de 2011, que neste trabalho sera denominado de inverno , as coletas foram
realizadas no inicio do tratamento (TO) e aos 3, 7, 15 dias ap0s o inicio da suspenséo de rega.
Aos 15 dias, parte das plantas sob déficit hidrico foram re-irrigadas e, novamente apés 2 e 5
dias, foram realizadas coletas. Nesse periodo, a temperatura media da casa de vegetacédo foi de
18,5 °C, com méxima de 39,8 °C e minima de 6 °C. A umidade relativa do ar foi de 72%, com

méaxima de 86% e minima de 58,1% (Figura 8).
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Figura 8 — Medidas diaria da temperatura méxima ( i), minima ( €) e média (4) do ar e

medidas médias de umidade relativa do ar (@).

O delineamento experimental em ambos os experimentos foi inteiramente casualizado
em fatorial 2x3 sendo duas concentracGes atmosféricas de CO, (360 e 760 ppm) e dois
regimes hidricos (suspensdo total de regas, regas didria e re-irrigacdo), totalizando 6
tratamentos em cada experimento. Todas as analises foram realizadas em triplicata e cada
replicata foi composta por duas plantas.

Em cada ponto de amostragem o material foi tratado conforme mencionado acima,

armazenado a -80° C até a realizacdo das analises listadas no item 3.1.1.

3.1.3. Efeito conjunto de diferentes regimes de regas e da concentracao elevada de CO,
no metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea

Inicialmente as plantas foram mantidas por 45 dias nas OTCs, conforme descrito no

item 3.1.2. Antes do inicio dos diferentes regimes de rega, todas os vasos foram levados a

capacidade de campo. Em seguida, as plantas de cada tratamento de CO, foram separadas em

quatro lotes, conforme o regime de rega: no primeiro lote foi reposto 100% da 4gua evaporada
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no periodo anterior, no segundo foi reposto 75% da agua, no terceiro foi reposto 50% e no
ultimo lote foi reposto 25% da agua evaporada. Para isso, 0s vasos foram pesados a cada dois
dias e a diferenca entre o peso do dia e do periodo anterior foi considerada o total de agua
evaporada de cada vaso. As coletas foram realizadas no inicio do tratamento (T0) e aos 9, 18 e
27 dias apos o inicio da imposicdo dos regimes de rega. Apds 27 dias, os lotes com restricao
hidrica foram re-irrigados até a capacidade de campo e, apds 5 dias nessa condicdo hidrica,
foram realizadas novas coletas. O experimento foi desenvolvido entre os meses de maio e
junho de 2011. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em fatorial 2x4
sendo duas concentracdes atmosféricas de CO, (380 e 760 ppm) e quatro regimes de regas
(100%, 75%, 50% e 25% de reposicdo de agua), totalizando 8 tratamentos. Todas as analises
foram realizadas em triplicata e cada replicata foi composta por duas plantas.

No periodo de realizacdo do experimento, a temperatura media da casa de vegetacdo
foi de 18 °C, com maxima de 36,1 °C e minima de 8,7 °C. A umidade relativa do ar foi de

86%, com méxima de 87% e minima de 67% (Figura 9).
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Figura 9 — Medidas diaria da temperatura maxima ( [, minima ( €) e média (4) do ar e

medidas médias de umidade relativa do ar (@).

Em cada ponto de amostragem, as plantas foram coletadas e as amostras foram

armazenadas a -80° C até a realizacdo das analises listadas no item 3.1.1.

3.2 Umidade e potencial hidrico do solo (Wsoio)
Em cada ponto de amostragem, 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 determinada a massa fresca imediatamente ap6s a coleta
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e a massa seca apés 72 h de secagem da amostra em estufa ventilada a 70 °C. A umidade do
solo foi calculada a partir da formula:
Usolo(%) = MF—-MS x 100
MS - Ta

onde

MF é a massa fresca da amostra de solo, MS € a massa seca da amostra de solo e Ta é
a tara do anel volumétrico.

Em uma fracdo de cada amostra para a determinacdo da umidade do solo, foram
realizadas medidas do W, solo. Para tal, utilizou-se um psicrometro de ponto de orvalho
(Modelo Decagon WP4).

3.3 Potencial hidrico da parte aérea (Wwpa) € dos 0rgéos subterraneos de reserva (Wwsun)

Foram realizadas medidas do W\, das plantas no periodo da manhé, entre 6:00 e 7:00
h. Para tal foi utilizada uma bomba de pressdo tipo Scholander, Modelo 1000 (PMS
Instrument Co., UTAH, EUA).

O YWusup foi determinado no suco celular das raizes tuberosas (V. discolor) e dos
rizoforos (V. herbacea) coletados com auxilio de um espremedor de alho, armazenado em
tubos tipo eppendorf e congelado a -20° C até 0 momento das medidas. O W foi medido
utilizando-se um osmémetro de pressao de vapor (VAPRO) modelo 5520. O valor obtido em

mmol/kg foi transformado em MPa segundo a seguinte formula: MPa = -2,5 X mmol/Kg.

3.4 Medidas de trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas na primeira folha totalmente expandida
de cada planta, a partir do apice, utilizando-se um analisador de gases no infravermelho
(IRGA; modelo Li 6400XT, Li-Cor, Nebraska, EUA), com controle de luz, temperatura e
concentracdo de CO,. Os dados foram obtidos a partir de medidas instantaneas das taxas de
assimilacdo liquida de CO, (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E) sob as
densidades de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 450 e 720 umol fotons
m? s para V. herbacea (Oliveira et al. 2010) e V. discolor, respectivamente, sendo esta
ultima determinada a partir de curvas de resposta a luz (AXDFFFA) realizadas previamente
para esta especie. As medidas foram realizadas entre 9 e 12 horas e a concentracdo de CO,
dentro da camara foi de 380 ppm ou 760 ppm, de acordo com o tratamento da planta em
anélise. A eficiéncia do uso da &gua (EUA) foi calculada a partir da relagcdo entre a

assimilagdo de CO; (A) e a transpiragéo (T) (EUA = A/T).
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3.5 Conteudo de agua (%)
O conteudo de agua da parte aérea e dos 6Orgdos subterraneos (rizéforo e raizes
tuberosas para V. herbacea e V. discolor, respectivamente) foi determinado a partir da

formula:

TU(%) = MF—MS  x100
MF
onde
MF € a massa fresca da amostra, determinada imediatamente apds a coleta e MS ¢ a
massa seca da amostra apos secagem em estufa a 60 °C (parte aérea) e apds liofilizacdo
(6rgaos subterraneos).

3.6 Extracdo enzimatica

Amostras congeladas de 100 mg de riz6foros (V. herbacea) e raizes tuberosas (V.
discolor) foram homogeneizadas em tampdo citrato—fosfato (Mcllvaine) 50 mM pH 5,5,
contendo 2 mM de EDTA, 5 mM de acido ascorbico, 2 mM de B-mercaptoetanol e 10% de
polivinil polipirrolidona (PVPP). O homogeneizado foi mantido em repouso por 60 min e, em
seguida, centrifugado a 12000 g por 15 min a 5 °C. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de
amonio a 20% de saturacdo, mantido em repouso por 120 min e centrifugado 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 e a mistura foi mantida em repouso por 120 min. Apds
centrifugagdo por 20 min a 12000 g a 5 °C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em tampé&o de extracao.

3.6.1 Ensaio enzimatico

As misturas de incubacdo foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
proporcéo de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampdo Mc llvaine 50 mM, pH
5,5. Os extratos foram incubados a 30 °C utilizando-se substratos nas concentracfes finais de
200 mM de sacarose (Sigma) para a atividade de SST, 200 mM de 1-cestose para a atividade
de FFT e 5% de inulina de Vernonia herbacea para a atividade de FEH. O tempo de
incubacédo foi de 6 horas para a atividade da SST e da FFT, e de 1 hora para a FEH. As

misturas de incubacdo foram submetidas a fervura por 5 min para interrupcao da reagéo.
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3.6.2 Anélise das atividades enzimaticas

Para a determinacéo das atividades de SST e FFT, amostras das misturas de incubacao
foram diluidas (10x) em agua deionizada e analisadas por cromatografia de troca aniénica de
alta resolucdo com detector de pulso amperomeétrico (HPAEC/PAD) em sistema de
cromatrografia Dionex modelo ICS-3000, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mM).
A eluigéo 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 s6dio em 150 mM de
hidroxido de s6dio) com a seguinte programacéo: 0 - 2 min, 15 mM; 2,1 - 17 min, 185 mM,;
17,1 — 21 min, 500 mM; 21,1 — 30 min, 15 mM. Para a analise da atividade de FEH, as
amostras das misturas de incubacdo foram diluidas (5X) e analisadas por HPAEC/PAD, no
mesmo sistema descrito acima, utilizando-se os mesmos eluentes na seguinte programagéo: 0
- 2 min, 25 mM; 2,1 - 8 min, 50 mM; 8,1 — 8,5 min, 75 mM; 8,6 — 10 min, 100 mM; 10,1 — 28
min, 450 mM; 28,1 — 30, 500 mM; 30,1 — 40, 25mM. Os potenciais aplicados ao PAD em
ambas as programagoes para 0 - 0,4 s; 0,41 — 0,42 s; 0,43 s; 0,44 - 1 s foram 0,1; -2,0; 0,6; -
0,1, respectivamente e o fluxo aplicado foi de 0,25 mL min™. A quantificacdo foi feita
comparando-se as areas dos picos da 1-cestose, nistose e frutose, para atividades da SST, FFT

e FEH respectivamente, utilizando-se padrdes externos.

3. 7 Extracéo de carboidratos solUveis

Amostras de 100 mg de massa fresca de rizoforos (V. herbacea) e raizes tuberosas (V.
discolor) foram liofilizadas, 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 1082 g por 15 min. Os precipitados
foram re-extraidos em etanol 80% por 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 centrifugadas a 1082 g por 15 min. Os sobrenadantes etandlicos e aquosos foram
reunidos, concentrados e o extrato final foi submetido a precipitacdo a frio com trés volumes
de etanol, para separacdo das fracdes de fruto-oligo (sobrenadante) e fruto-polissacarideos
(precipitado) apds centrifugacdo a 2900 g por 15 min a 5 °C. O sobrenadante, contendo a
fracdo de fruto-oligossacarideos, foi concentrado, e o precipitado que consistiu da fracdo de

polissacarideos foi ressuspendido e solubilizado em agua.
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3.7.1 Analise quantitativa de carboidratos

Os contetdos de frutose livre e combinada foram determinados nas fragGes de fruto-
oligossacarideos e fruto-polissacarideos, separadamente, pelo método de antrona modificado
(Jermyn 1956) para cetoses. Na fracdo de fruto-oligossacarideos foi determinado também o
conteddo de acucar redutor (Somogyi 1945). Em ambas as analises colorimétricas foi

utilizada frutose como padrao.

3.8 Andlise estatistica

Os coeficientes de correlagdes entre os valores de Wsolo, Usolo, Wfolha, Wsub, A e
EUA e entre os parametros fisiologicos e bioquimicos avaliados foram calculados usando
correlagdo simples de Pearson. O teste de significancia para as correlagdes foi o Teste "t" de
Student em nivel de 5% de probabilidade. Em adicdo foram utilizadas estatitica descritiva,

calculando-se o erro padrdo (n=3) da média.
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4. Resultados

4.1 Efeito conjunto da suspensdo de regas e da concentracdo elevada de CO, no
metabolismo de frutanos em Viguiera discolor

Nas figuras 6 e 7 estdo apresentados os dados de potencial hidrico (Wwsoio) € Umidade

do solo durante os 18 dias de experimento. Tanto nos vasos mantidos sob 380 ppm (figuras

10A, 11A) quanto naqueles sob 760 ppm (figuras 10B, 11B), a suspensao de regas imposta foi

suficiente para resultar na diminui¢do do Wusoo € da umidade do solo, de maneira mais

acentuada nas plantas sob alto CO,.

Dias apés o inicio do tratamento
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Figura 10 — Potencial hidrico do solo (¥s10) d0s vasos de Viguiera discolor submetidos a rega diaria
(<), a suspenséo de rega (M ) e a re-irrigacdo A ), mantidos em condi¢des ambiente ( ~380 ppm -
A) e elevada (~760 ppm - B) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3)

Nos vasos sob suspensédo de regas e 380ppm de CO,, 0 valor minimo de Wy, foi de
aproximadamente -12 MPa, com umidade de cerca de 5,7%, enquanto naqueles mantidos sob
760 ppm, os valores minimos obtidos foram de W, = -16 MPa e umidade de 4,6%, ao final do
periodo experimental.

Em ambas as concentracdes de CO,, a re-irrigacdo do solo, realizada no 11° dia do
experimento, possibilitou a recuperacdo do Wysolo € da umidade do solo a niveis proximos aos
das plantas controle, que apresentaram valores constantes durante todo o periodo

experimental.
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Figura 11 — Teor de umidade (%) do solo dos vasos de Viguiera discolor submetidos a rega diaria
(<), a suspensao de rega (M ) e a re-irrigacao (A ), mantidos em condi¢Ges ambiente ( ~380 ppm - A)
e elevada (~760 ppm - B) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A suspensdo de regas também foi suficiente para promover uma diminui¢do do
potencial hidrico das folhas (Wwpa) mantidas tanto nos 380 ppm (figura 12A) quanto nos 760
ppm de CO; (figura 12B), embora nas primeiras, o menor potencial hidrico, atingido aos 8
dias, foi inferior ao das plantas sob 760 ppm. Apds os 11 dias de suspensdo de regas, as
plantas mantidas nas duas concentraces de CO, apresentaram senescéncia da parte aérea, ndo
sendo mais possivel mensurar 0 Wwpa apos essa coleta.

Quanto ao potencial hidrico das raizes tuberosas (Wwsup), @ suspensdo de regas foi
suficiente para causar a diminuicdo desses valores tanto nas plantas sob 380 ppm (figura 12C)
quanto naquelas sob 760 ppm (figura 12D), embora nas primeiras a diminuicdo tenha sido
anterior (ap6s o 5° dia) e mais pronunciada do que nas plantas sob 760 ppm, quando esta
ocorreu apenas apos o 8° dia. Nas plantas controle 0S Wwpa € Wwsun NA0 baixaram além de
-1,0 MPa, independente do tratamento de CO, imposto. Assim como ocorreu no solo, a re-
irrigacdo também possibilitou, ao final do periodo experimental, a recuperagdo dos Wypa €

Wwsub @ Niveis proximos das plantas controle.
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Figura 12 — Potencial hidrico das folhas (A — B) e das raizes tuberosas (C — D) de plantas de Viguiera
discolor submetidas a rega diaria ( <), a suspensdo de rega ( H) e a re-irrigacdo (A), mantidas em
condi¢des ambiente ( ~380 ppm — A - C) e elevada (~760 ppm — B - D) de CO,. As barras indicam o
erro padrdo da média (n=3)

Sob 380 ppm de CO,, a assimilacdo fotossintética, a transpiracdo e a condutancia
estomatica foram menores nas plantas sob suspensdo de regas do que nas plantas controle
(figuras 13A, B e C), embora tenham apresentado perfis semelhantes de assimilagdo e
transpiracdo ao longo do periodo. A eficiéncia do uso da agua (EUA) nas plantas sob
suspensdo de regas aumentou no 5° dia, diferentemente das plantas controle e, em seguida,
diminuiu até o 11° dia. A partir dessa coleta ndo foi mais possivel realizar medidas de trocas
gasosas devido a senescéncia dos orgdos aereos (figura 13A). Apos a re-irrigacéo, as plantas
apresentaram aumento desses parametros, em especial a EUA, que foi superior a verificada

nas plantas controle (figura 13D).
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Figura 13 — Assimilacdo fotossintética (A), transpiracdo (B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia
do uso da &gua (D) a 720 umol ms™ de folhas de Viguiera discolor submetidas a rega diaria (<), a
suspensdo de rega (M) e a re-irrigacdo ( A ), mantidas sob atmosfera de ~380 ppm CO,. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3).

De maneira semelhante ao observado nas plantas mantidas sob 380 ppm, plantas sob
760 ppm de CO, e suspensdo de regas também apresentaram diminuicdo pronunciada da
assimilacdo fotossintética (figura 14A), da transpiracdo (figura 14B) e da condutancia
estomatica (figura 14C) ja no 5° dia. Plantas sob 760 ppm e déficit hidrico apresentaram EUA
mais elevada do que as plantas controle no 5° dia, seguida de queda até o 11° dia, sendo que a
partir dessa coleta ndo foi mais possivel realizar medidas de trocas gasosas devido a
senescéncia dos 6érgdos aéreos (figura 14B). Nas plantas controle a EUA foi constante ao

longo do experimento, exceto pelo aumento pronunciado aos 11 dias. Apés a re-irrigacdo
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ocorreu aumento da assimilacdo liquida e da EUA, e nesse dltimo parametro, o valor

encontrado foi superior ao das plantas controle (figura 14D).
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Figura 14 — Assimilacdo fotossintética (A), transpiracdo (B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia
do uso da agua (D) a 720 umol ms™ de folhas de Viguiera discolor submetidas a rega diéria (<), a
suspensdo de rega (M) e a re-irrigacdo (A ), mantidas sob atmosfera de ~760 ppm CO,. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3).

A figura 15 apresenta os dados de biomassa seca e teor de umidade da parte area das
plantas sob 380 ppm e 760 ppm de CO,. A biomassa foi, em geral, superior nas plantas
controle em ambas as condic¢oes de CO, (figuras 15A, B). Ao final do experimento, em todas
as condicdes hidricas e de CO,, foi observada uma queda na biomassa da parte aérea,

possivelmente devido a senescéncia desses orgaos a partir do 11° dia. O teor de umidade da
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g massa seca

Teor de umidade (%)

parte aérea das plantas controle ndo apresentou alteracfes durante o periodo experimental,
mantendo-se ao redor de 70% e 80% nas plantas sob 380 ppm e 760 ppm de CO,,
respectivamente (figuras 15C, D). J& as plantas submetidas & suspensdo de regas,
independente do tratamento de CO,, apresentaram reducgdes no teor de umidade logo no inicio
do experimento, atingindo valores proximos de 20%. ApOs a re-irrigacdo, as plantas

recuperaram parcialmente o conteudo de agua.
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Figura 15 — Biomassa seca (A — B) e teor de umidade (%) (C — D) da arte aérea de plantas de
Viguiera discolor submetidas a rega diéria ( <), a suspenséo de rega ( l) e a re-irrigacdo ( A ),
mantidas sob atmosfera ambiente (~380 ppm A — C) e elevada (~760 ppm B — D) de CO,. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3)

A biomassa seca e a umidade das raizes tuberosas estdo apresentadas na figura 16. A
biomassa foi, em geral, superior nas plantas controle em ambas as condi¢6es de CO,, embora
nas plantas sob 760 ppm esta tenha apresentado valores superiores aos observados nas plantas

em condigBes ambientais naturais de CO,, especialmente apos o 11° dia (figuras 16A, B).
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Figura 16 — Biomassa seca (A — B) e teor de umidade (%) (C — D) das raizes tuberosas de plantas de
Viguiera discolor submetidas a rega diaria ( <), a suspensdo de rega ( M) e a re-irrigacdo ( A),
mantidas sob atmosfera ambiente (~380 ppm A — C) e elevada (~760 ppm B — D) de CO,. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3)

N&o houve variagdo no teor de umidade das raizes tuberosas das plantas controle,
independente da concentracdo de CO, imposta; 0 valor manteve-se em torno de 80% nas duas
condicdes (figuras 16C, D). A suspensao de regas levou a diminuicdo do teor de umidade das
raizes tuberosas em ambas as condi¢fes atmosféricas, entretanto nas plantas sob 760 ppm de
CO, esta diminuicdo ocorreu ja no 5° dia, enquanto que nas plantas sob 380 ppm o teor de
umidade detectado neste dia ainda foi semelhante ao observado nas plantas sob rega diaria.
Ao final do experimento, as plantas sob alto CO, e suspensao de regas apresentaram teor de
umidade inferior (40%) ao verificado nas plantas sob condicdo ambiente de CO, (50%). A re-
irrigagdo no 10° dia permitiu a recuperagdo do teor de umidade proximo ao verificado nas

plantas controle em ambas as concentracGes de CO,.
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Na figura 17 estdo apresentadas as atividades das enzimas do metabolismo de
frutanos. A partir do 8° dia, nas duas condi¢Ges atmosféricas, as plantas sob suspensdo de
regas apresentaram diminui¢do da atividade de SST (figuras 17A, B). Por sua vez, a re-
irrigacdo promoveu um aumento na atividade dessa enzima, especialmente nas plantas sob
760 ppm.

A atividade da FFT foi, em geral, superior nas plantas controle do que naquelas sob
suspensdo de regas (figuras 17C, D). Nas plantas sob suspensdo de regas e 380 ppm de CO,, a
atividade de FFT apresentou aumento até o 11° dia, seguido de queda no 15° e aumento até o
final do periodo experimental. Nas plantas sob 760 ppm e suspensdo de regas, a atividade de
FFT foi constante até o 8° dia, seguido de queda no 11° e novamente aumento até o final do
experimento. Sob 380, as plantas re-irrigadas apresentaram atividades discretamente mais
elevadas do que as plantas sob suspensdo de regas. Entretanto, nas plantas sob 760 ppm, nao
foi observada diferenca na atividade dessa enzima apds a re-irrigacdo, quando comparadas as
plantas sob suspenséo de regas.

Sob condigdo ambiental natural de CO; e rega diaria as plantas apresentaram aumento
da atividade de FEH no inicio do experimento e declinio aos 8 dias (figura 17E). A partir do
11° dia e até o final do experimento, a atividade permaneceu constante. Sob 380 ppm e
suspensdo de regas, as plantas apresentaram aumento da atividade de FEH ao longo do
periodo experimental, enquanto a re-irrigacdo acarretou em uma queda na atividade dessa
enzima. Nas plantas sob 760 ppm de CO,, as atividades mais elevadas de FEH foram
observadas nas plantas sob suspensdo de regas, exceto ao final do experimento, quando as
plantas controle apresentaram valores superiores de atividade (figura 17F). Apds a re-
irrigacdo verificou-se um pico na atividade dessa enzima no 12° dia, seguido de queda até o

final do periodo experimental.

30



ug de produto g* MF

Resudtadlos

3500 - 3500 -
A B
3000 - 3000 -
2500 - 2500 -
2000 2000 -
1500 1500 -
1000 - 1000 -
500 500 B
0 0 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
3000 3000 -
C D
2500 2500 -
2000 2000
1500 1500 -
1000 1000
500 500
0 0 T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18
1400 - 1400 -
=== 380C == A= 380R =—ill=— 380SR E —Oo—760C —A— 760R —B—T760R |
1200 - 1200
1000 1000
800 800
600 600
400 400
200 200
O T T T T T 1 O T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 0 3 6 9 12 15 18

Dias ap0s o inicio do tratamento

Figura 17 — Atividade da SST (A-B), FFT (C-D) e FEH (E-F) em raizes tuberosas de plantas de
Viguiera discolor submetidas a rega diaria ( <), a suspensao de rega ( l ) e a re-irrigacdo ( A),
mantidas em condi¢es ambiente (~380 ppm — A, C, E) e elevada (~760 ppm — B, D, F) de CO,. As
barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

31



Frutano total (mg g™ MS)

Resudtadlos

O conteudo de fruto-polissacarideos nas raizes tuberosas das plantas controle mantidas
sob 380 ppm de CO, aumentou apds o 8° dia, e voltou a apresentar niveis semelhantes aos
iniciais aos 18 dias (figura 18A). Nas plantas sob suspensdo de regas, observou-se também

um aumento mais acentuado apos o 11° dia, seguido de uma queda entre os 15 e 18 dias.
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Figura 18 — Fruto-polissacarideos (A-B) e fruto-oligossacarideos (C-D) de raizes tuberosas de plantas
de Viguiera discolor submetidas a rega diaria (<), a suspensao de rega () e a re-irrigacdo ( A),

mantidas em condicdes ambiente (~380 ppm) e elevada (~760 ppm) de CO,. As barras indicam o erro
padrdo da média (n=3).
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Sob alto CO,, tanto nas plantas controle quanto naquelas submetidas a suspenséo de
regas, o conteudo de polissacarideos apresentou apenas uma pequena variacdo ao longo do
periodo experimental (figura 18B), com um pequeno aumento aos 15 dias, mais acentuado
nas plantas sob suspensdo de regas. O maior conteldo desses compostos nas plantas re-
irrigadas foi verificado aos 15 dias, acompanhando o aumento verificado nas plantas sob
suspensdo de regas no mesmo periodo, em ambas as condi¢des atmosféricas de CO..

O contetdo de fruto-oligossacarideos nas plantas controle e suspensdo de regas sob
380 ppm foi constante até o 11° dia. A partir desse ponto, as plantas controle apresentaram
aumento no conteddo desses compostos até o 15° dia, sendo superior aos demais tratamentos
hidricos. (figuras 18C). Sob 760 ppm, ndo houve diferencas entre os tratamentos no contetido
de oligossacarideos até o 11° dia (figura 18D). A re-irrigacdo levou ao aumento no contetido
desses compostos aos 15 dias, seguido de queda ao final do experimento, de forma mais clara
nas plantas sob 760 ppm.

A razdo fruto-oligo e fruto-polissacarideos nas plantas sob 380 ppm de CO, foi
superior nas plantas sob suspensdo de regas, quando comparadas as plantas controle (figura
19). A re-irrigacdo também promoveu aumento discreto dessa razdo no 15° dia. Nas plantas
sob 760 ppm de CO,, por sua vez, os maiores valores foram observados nas plantas controle,
especialmente até o 8° dia. ApGs esse périodo, as plantas em todas as condi¢des hidricas

apresentaram valores proximos.
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Figura 19 — Razdo entre fructo-oligossacarideos e fruto-polissacarideos extraidos das raizes tuberosas
de plantas de Viguiera discolor submetidas a rega diaria (<), a suspensdo de rega (M ) e a re-
irrigacdo ( A), mantidas em condi¢6es ambiente (~380 ppm) e elevada (~760 ppm) de CO,.
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As plantas sob ambas as condi¢bes atmosféricas de CO, apresentaram, de maneira
geral, aumento do contetdo de agucar redutor sob suspensdo de regas, seguido de diminuig&o,
em ambas as condigcOes hidricas, até aproximadamente os 15 dias e aumento aos 18 dias
(figura 20).
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Figura 20 — Contetdo de aglcar redutor em raizes tuberosas de plantas de Viguiera discolor
submetidas a rega diaria (<), a suspensao de rega @ ) e a re-irrigacdo @& ), mantidas em condigdes
ambiente (~380 ppm) e elevada (~760 ppm) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

Aos 15 dias, nas plantas sob suspensao de regas, o conteddo de acgucares redutores foi
mais elevado do que o detectado nas plantas controle nas duas concentracfes de CO,. No 18°
dia, houve aumento no conteddo destes compostos nos 3 grupos de plantas, em ambas as

concentracdes de CO,, sendo mais pronunciado nas plantas re-irrigadas sob 760 ppm.

4.2 Efeito conjunto da suspensdo de regas e da concentracao atmosférica elevada de CO,
no metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea — estudo comparativo em duas
estacdes: primavera e inverno

Na figura 21 estdo apresentados os valores de potencial hidrico do solo (Wusolo) dO
experimento realizado na primavera evidenciando que ndo houve alteragbes no controle,
independente da condicdo de CO, imposta. Por outro lado, a suspensao de regas foi suficiente
para causar a diminui¢do do Wysol0, S€Nd0 Mais acentuada sob 380 ppm. Os menores valores
foram detectados 17 dias ap6s a suspensdo de regas: aproximadamente -18 MPa no solo sob

380 ppm e -12 MPa sob 760 ppm. A re-irrigacdo, realizada no 10° dia, foi suficiente para

promover a rapida recuperacao do YWsolo Nas duas condi¢des atmosfericas de CO,.
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Figura 21 — Potencial hidrico do solo (¥,s.10) dos vasos de Vernonia herbacea submetidos a rega diaria
(<), asuspenséo de rega (M) e a re-irrigacdo ( A), mantidos em condigGes ambiente (~380 ppm) e
elevada (~760 ppm) de CO, na primavera.

De maneira semelhante ao potencial hidrico, a suspensdo de regas causou diminuicao
do teor de umidade do solo em ambas as condi¢Ges atmosféricas de CO,, independente da
época de realizacdo do experimento (figura 22). Entretanto, essa diminuicdo foi mais
acentuada no inicio do experimento nas plantas sob 380 ppm, tanto na primavera quanto no
inverno. Ao final do experimento, as plantas sob suspensdo de regas em ambas as
concentracdes de CO, e épocas a umidade do solo chegou préxima a 5%. A re-irrigacdo
possibilitou a recuperacdo do teor de umidade a niveis proximos aos das plantas controle,

especialmente naquelas sob 380 ppm, em ambos 0s experimentos.
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Figura 22 — Teor de umidade dos vasos de Vernonia herbacea submetidos a rega diaria ( <), a
suspensdo de rega ( M) e a re-irrigacdo ( A ), mantidos em condi¢cGes ambiente ( ~380 ppm ) e
elevada (~760 ppm) de CO,, na primavera (A-B) e no inverno (C-D). As barras indicam o erro padrao
da média (n=3).

O potencial hidrico da parte aérea (Wwpa) Manteve-se praticamente constante nas
plantas controle, em ambas as concentragcbes de CO, na primavera (figuras 23A, B) e no
inverno (figuras 24A, B). A suspensédo de regas causou uma queda no Pypa, mMais acentuada
nas plantas sob 380 ppm de CO,. Na primavera, a queda ocorreu ja no 3° dia, enquanto no
inverno esta ocorreu a partir do 72 dia. Na primavera, a partir 10° dia e em ambas as condicdes
atmosféricas de CO,, ndo foi possivel determinar o Wypa €m plantas sob suspenséo de regas,

devido a senescéncia dos 0rgéos.
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Figura 23 — Potencial hidrico das folhas (A-B) e dos rizéforos (C-D) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a rega diaria (<), a suspensédo de rega () e a re-irrigacdo (A ), mantidos em condigdes
ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As barras indicam o erro padrao
da média (n=3).

No inverno, por sua vez, plantas sob 380 ppm apresentaram senescéncia a partir do 15°
dia, enquanto plantas sob 760 ppm mantiveram a parte aérea durante todo o periodo
experimental. Assim como ocorreu no solo, a re-irrigacdo aos 10 dias na primavera e aos 15
dias no inverno, possibilitou a recuperacdo do Wwpa a niveis proximos aos das plantas

controle, especialmente ao final do periodo experimental.
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Figura 24 — Potencial hidrico das folhas (A-B) e dos rizéforos (C-D) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a rega diaria (<& ), a suspensdo de rega @ ) e a re-irrigacdo A ), mantidas em condigdes
ambiente ( ~380 ppm — A - C) e elevada (760 ppm — B - D) de CO, no inverno.

Quanto ao potencial hidrico dos 6rgdos subterraneos (Wwsup), 0S rizoforos, a suspenséo
de regas resultou na sua diminuic¢do tanto nas plantas sob 380 ppm (figuras 23C, 24C) quanto
naquelas sob 760 ppm (figura 23D, 24D). No experimento realizado na primavera (figuras
23C, D), o Wusun, que inicialmente situava-se em -0,80 MPa, diminuiu em plantas sob
380 ppm e déficit hidrico a partir do 7° dia, atingindo o valor de -1,4 MPa ao final do
experimento. Por outro lado, em plantas sob 760 ppm a diminuicdo do potencial hidrico dos
rizoforos foi mais répida e acentuada, atingindo no 3° dia -1,6 MPa que foi seguido de um
aumento ao final o experimento para -1,25 MPa.

No experimento do inverno (figuras 24C, D), o Wwsu de plantas sob suspensdo de
regas em ambas as concentracdes de CO, manteve-se constante, com valores proximos a

-1,2 MPa desde o inicio do periodo experimental, até o 7° dia, quando apresentou queda até
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-4,5 MPa e -6,2 MPa nas plantas sob 380 e 760 ppm de CO,, respectivamente. A re-irrigacao
aos 10 dias na primavera e aos 15 dias no inverno possibilitou a recupera¢do do potencial
hidrico dos rizéforos a niveis proximos ao das plantas controle.

A assimilacdo fotossintética (figura 25A), a transpiracdo (figura 25B) e a condutancia
estomatica (figura 25C) foram, em geral, menores nas plantas sob deficit hidrico e 380 ppm
de CO, do que nas plantas controle. A eficiéncia do uso da agua (EUA) nas plantas sob déficit
hidrico apresentou varia¢des ao longo do periodo (figura 25D), com queda acentuada a partir
do 7° dia. A partir do 15° dia ndo foi possivel realizar medidas de trocas gasosas nestas plantas
devido a senescéncia dos 6rgdos aereos. Apos a re-irrigacdo, as plantas apresentaram aumento
desses parametros, em especial da EUA, que no 17° dia foi superior a verificada nas plantas
controle.
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Figura 25 — Assimilacdo fotossintética (A), transpiracdo (B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia
do uso da &gua instantanea (D) a 450 pmol m?s™ de folhas de Vernonia herbacea submetidas a rega
diaria (<), a suspenséo de rega ( M) e a re-irrigacio (&), mantidas em condi¢ces ambiente ( ~380 ppm)
de CO, no inverno (n=3).
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Ao contrario do observado nas plantas mantidas sob 380 ppm, plantas sob 760 ppm de
CO, e déficit hidrico apresentaram aumento da assimilacdo fotossintética (figura 26A), da
transpiracdo (figura 26B) e da conduténcia estomatica (figura 26C) apds o 3° dia. Apos este
aumento, ocorreu uma queda acentuada dos parametros analisados. A EUA (figura 26D) nédo
diferiu entre os tratamentos hidricos até o 17° dia, apds o qual as plantas sob suspensao de
regas apresentaram um declinio acentuado. A re-irrigacdo, aos 15 dias, promoveu aumento

dos parametros analisados a valores proximos aos das plantas controle.
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Figura 26 — Assimilacdo fotossintética (A), transpiracdo (B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia
do uso da 4gua instantanea (D) & 450 pmol m™s™ de folhas de Vernonia herbacea submetidas a rega
diéria (<), a suspensdo de rega (M) e a re-irrigacdo (A), mantidas em condi¢des elevadas (~760 ppm)
de CO;no inverno (n=3).
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Nos experimentos realizados na primavera e no inverno, a biomassa seca da parte
aérea foi superior nas plantas sob suspensdo de regas e 380 ppm de CO,, exceto nos 7
primeiros dias de experimento, quando os valores encontrados foram semelhantes aos
observados nas plantas controle (figura 27A, 28A). Na primavera, as plantas sob 760 ppm e
suspensdo de regas também apresentaram, em geral, valores superiores as plantas controle
(figura 27B). No inverno, as plantas mantidas sob 760 ppm e suspensdo de regas
apresentaram valores de biomassa seca superiores as plantas controle no inicio do periodo
experimental (figura 28B). Na primavera, a re-irrigacao promoveu aumento na biomassa aérea
somente nas plantas sob 760 ppm, enquanto que no experimento realizado no inverno esse

aumento foi observado em ambas as [CO,] no 22° dia.
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Figura 27 — Biomassa seca (A - B) e teor de umidade (%) (C - D) da parte aérea de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a rega diaria ( <), a suspensdo de rega ( W) € a re-irrigacdo ( A ),
mantidos em condigdes ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3).
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O teor de umidade da parte aérea nas plantas controle ndo apresentou grandes
variagfes ao longo do periodo experimental, independente da concentracdo de CO, a qual
estavam expostas e da época de realizacdo do experimento (figuras 27C, D, 28C, D). J& nas
plantas sob suspensdo de regas no experimento realizado na primavera, o teor de umidade
apresentou reducdes a partir do 3° dia, nas plantas sob 760 ppm de CO,, e a partir do 7° dia,
nas plantas sob 760 ppm. No inverno, essa redugdo ocorreu a partir do 7° dia nas plantas sob
380 ppm e no 15° dia nas plantas sob 760 ppm de CO..
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Figura 28 — Biomassa seca (A - B) e teor de umidade (%) (C - D) da parte aérea de plantas de
Vernonia herbacea submetidas & rega diéria ( <), a suspensdo de rega ( ) € a re-irrigacéo ( A ),
mantidos em condic¢Ges ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, no inverno. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3).

Portanto, em ambos os experimentos as plantas sob alto CO, mantiveram um teor de
agua superior por um periodo maior do que as plantas sob 380 ppm. Na primavera, o teor de
umidade inicial foi de cerca de 85% e atingiu, ao final do experimento, valores proximos a
20%, enquanto que no inverno este valor iniciou-se em cerca de 85% nas plantas nas duas

condi¢des atmosféricas, diminuindo para cerca de 70% nas plantas sob 380ppm e 75%
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naquelas sob 760 ppm. Apds a re-irrigacdo, em ambos o0s experimentos, as plantas
recuperaram aproximadamente 100% do teor de agua original, e atingiram valores proximos
aos encontrados nas plantas controle.

A biomassa seca dos rizéforos foi, em geral, superior nas plantas sob suspensdo de
regas em ambas as condi¢cdes de CO, e nos dois experimentos realizados (figuras 29A, B,
30A, B), exceto nas plantas sob 380 ppm do experimento de inverno, no qual o valor mais
elevado foi verificado somente aos 22 dias. A re-irrigacdo causou diminui¢do na biomassa do
rizoforo sob 760 ppm na primavera, enquanto que no inverno, houve aumento da biomassa

desse orgdo ao final do experimento, nas duas condi¢Ges atmosféricas.
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Figura 29 — Biomassa seca (A - B) e teor de umidade (%) (C - D) dos rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea submetidas a rega diaria (<>), a suspensdo de rega (I ) e a re-irrigacdo (A ), mantidas em
condigcdes ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As barras indicam o
erro padrdao da média (n=3).
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Nas figuras 29 (C, D) e 30 (C, D) verifica-se que o teor de umidade dos rizoforos das
plantas controle manteve-se praticamente constante com valores proximos a 80%. Em ambas
as épocas, primavera e inverno, observa-se que a suspensao de regas causou uma diminuicao
do teor de umidade dos riz6foros em ambas as condi¢Ges atmosféricas. Na primavera, esta
diminuicdo foi mais intensa sob 380 ppm, embora tenha se diferenciado do controle apenas
apos o 3° dia, enquanto que sob 760 ppm, a diferenga ocorreu logo ap6s o inicio da imposicdo
do déficit hidrico. Ao término do periodo experimental, as plantas sob 380 ppm e suspensao
de regas perderam metade do seu conteudo de &gua, enquanto que no alto CO,, o valor obtido
no mesmo periodo foi proximo de 60%. Ja no inverno, em que o teor de umidade inicial era
de cerca de 50% em ambas concentragdes de CO,, a diminui¢do ocorreu a partir do 7° dia nas
plantas sob 380 ppm e do 17° dia naquelas sob 760 ppm de CO,, embora ao final do

experimento ambas tenham apresentado valores semelhantes entre si (50%).
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Figura 30 — Biomassa seca (A - B) e teor de umidade (%) (C - D) dos rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea submetidas a rega diaria (<), a suspensao de rega @ ) e a re-irrigacdo (A ), mantidos em
condicbes ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, no inverno. As barras indicam o erro
padrdo da média (n=3).
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As plantas submetidas a re-irrigagdo, em ambos 0s experimentos, recuperaram o teor
de umidade dos riz6foros em 2 dias, atingindo niveis proximos as plantas controle aos 12
dias, na primavera, e aos 17 dias, no inverno.

As figuras 31 e 32 mostram a atividade das enzimas do metabolismo de frutanos nos
experimentos realizados na primavera e no inverno, respectivamente. No experimento de
primavera, a SST apresentou aumento de atividade no 3° dia nas plantas controle sob 380 ppm
e nas planta controle e sob suspensdo de regas sob 760 ppm (figuras 31A, B). Apés o 3° dia,
as plantas sob 760 ppm apresentaram queda da atividade até o final do periodo. Nas plantas
sob suspensdo de regas e 380 ppm, 0 aumento ocorreu no 7° dia, superando a atividade
detectada nas plantas controle apenas neste ponto de amostragem. No inverno, a SST
apresentou aumento de atividade do inicio do experimento até o dia 7 nas plantas sob 380
ppm e suspensao de regas, apos 0 que apresentou declinio até o final do periodo (figura 32A),
enquanto sob 760 ppm de CO,, as plantas controle foram as que apresentaram as maiores
atividades de SST (figura 32B).

Das enzimas estudadas, a FFT foi a que apresentou atividade mais elevada nos dois
experimentos. Na primavera, as plantas sob déficit hidrico e 380 ppm apresentaram atividade
de FFT mais estavel que as plantas controle até o 12° dia, apds o qual apresentou aumento
pronunciado (figura 31C). Apés a re-irrigacdo, aos 10 dias, também ocorreu aumento
pronunciado dessa atividade. Sob 760 ppm, ocorreram pequenas variacdes ao longo do
periodo nas plantas sob suspensdo hidrica, enquanto nas plantas controle a atividade dessa
enzima foi mais estavel (Figura 31D). No inverno, as plantas sob suspensdo de regas e 380
ppm apresentaram valores mais elevados até o 15° dia (Figura 32C), enquanto que nas plantas
sob 760 ppm este aumento foi mais pronunciado apds o 15° dia. A re-irrigacdo permitiu um
aumento da atividade dessa enzima somente nas plantas mantidas sob 380 ppm na primavera.

Com relacdo a FEH, as plantas sob déficit hidrico apresentaram, em geral, atividades
mais elevadas do que as plantas controle, em ambas as condi¢des atmosféricas de CO, e nos
dois experimentos. Enquanto na primavera a atividade se manteve constante até o final do
experimento em ambas as condi¢cdes atmosféricas de CO,, no inverno, tanto as plantas sob
380 ppm guanto aquelas sob 760 ppm apresentaram diminuicdo da atividade de FEH a partir
do 15° dia. A re-irrigagdo promoveu aumento na atividade dessa enzima somente nas plantas

sob 380 ppm no inverno e 760 ppm na primavera.
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Figura 31 — Atividade da SST (A - B), FFT (C - D) e FEH (E - F) em rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea submetidas a rega diaria (<), a suspensao de rega (Il ) e a re-irrigacdo (A ), mantidas em
condicBes ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As barras indicam o
erro padrdo da média (n=3).
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Figura 32 — Atividade da SST (A - B), FFT (C - D) e FEH (E - F) em rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a rega diaria ( <>), a suspensdo de rega ( H) e a re-irrigacdo ( A),
mantidas em condi¢des ambiente ( ~380 ppm — A - C - E) e elevada (~760 ppm — B — D - F) de CO;,
no inverno. As barras indicam o erro padrdao da média (n=3).
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O conteudo de fruto-polissacarideos nos rizoforos das plantas controle sob 380 ppm de

CO,, em ambos 0s experimentos, apresentou poucas variagoes (figuras 33A, 34A), como aos

10 dias, no experimento realizado na primavera, quando se verificou um aumento

consideravel destes compostos. Nas plantas sob suspensdo de regas, observou-se um aumento

desses compostos no 7° dia, mais pronunciado no experimento realizado no inverno.
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Figura 33 — Fruto-polissacarideos (A - B) e fruto-oligossacarideos (C - D) em riz6foros de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a rega diaria ( <), a suspensdo de rega ( ) e a re-irrigacéo (A ),
mantidas em condi¢fes ambiente ( ~380 ppm) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As barras
indicam o erro padrdo da média (n=3).
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Figura 34 — Fruto-polissacarideos (A - B) e fruto-oligossacarideos (C - D) em rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a rega diaria ( <), a suspensédo de rega ( W e a re-irrigacdo (A ) e
mantidas em condi¢Ges ambiente (~380 ppm — A, C) e elevada (~760 ppm — B, D) de CO, no inverno.
As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

Sob alto CO,, as plantas sob déficit hidrico apresentaram, em geral, maiores conte(idos
de fruto-polissacarideos do que as plantas controle, em ambos 0s experimentos. Na primavera
foram observadas variagfes um pouco mais intensas nas plantas sob suspensdo de regas do
gue no controle, enquanto que no inverno houve uma diminuicdo no conteldo desses
compostos nas plantas sob suspensdo de regas de forma mais pronunciada nas plantas
controle. Nas plantas re-irrigadas, este conteddo apresentou uma discreta diminuicdo em
ambas as condi¢des atmosféricas, em ambos o0s experimentos, ao final do periodo
experimental, exceto nas plantas sob 380 ppm do experimento realizado no inverno, que
apresentou um aumento a partir do 17° dia.

Nas plantas sob rega diaria, o conteddo de fruto-oligossacarideos variou em ambas as

concentracdes de CO,, de ambos os experimentos (figuras 33C, D, 34C, D). Na primavera, 0
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conteudo de oligossacarideos nas plantas sob suspensdo de regas apresentou aumento a partir
do 7° dia e ao longo do periodo experimental, independente do tratamento de CO, imposto.
Nas plantas sob 760 ppm, este aumento foi mais lento e constante do que o observado nas
plantas sob 380 ppm.

No inverno, nas plantas sob suspensdo de regas e 380 ppm, o conteddo de
oligossacarideos foi superior ao das plantas controle entre o 7° e 15° dias. Entre plantas sob
760 ppm de CO, ndo foram verificadas diferengas entre os conteudos de oligossacarideos
indiferente do tratamento hidrico aplicado, até o 17° dia, quando as plantas sob suspensao de
regas e re-irrigadas apresentaram decréscimo desses compostos.

Plantas re-irrigadas e sob ambas as concentracbes de CO, apresentaram aumento no
contetdo de oligossacarideos logo aos 12 dias, na primavera, € aos 17 dias no inverno.
Entretanto, sob 760 ppm de CO,, em ambos 0s experimentos, o conte(do de oligossacaridos
diminuiu aos 12 dias na primavera e aos 17 dias no inverno.

Na primavera, a razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos nas duas concentracfes de CO,
apresentaram valores semelhantes até ocorrer aumento nas plantas sob suspensdo de regas
apos 7 dias sob 380 ppm e 12 dias em 760 ppm (figura 35). A re-irrigacdo promoveu um

aumento pronunciado nessa razdo nas plantas sob 380.
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A
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Figura 35 — Razdo entre fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos extraidos de rizoforos de
plantas de Vernonia herbacea submetidas a rega diéria (<), a suspenséao de rega (Ml ) e a re-irrigacdo
( A), mantidas em condi¢Ges ambiente ( ~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As
barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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No experimento realizado no inverno, a razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos nas
plantas controle sob 380 variou ao longo do periodo experimental, enquanto que nas plantas
sob 760 ppm os valores foram constantes. Sob suspensdo de regas, esta razao apresentou um
pico aos 17 dias em ambas as concentracdes de CO,, sendo maior nas plantas sob 380 ppm
(figura 36). Apo6s a re-irrigacdo, verificou-se uma tendéncia de aumento, acompanhando as

plantas sob suspensédo de regas, seguida de uma diminuicéo nesta razdo ap6s o 17° dia.
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Figura 36 — Razdo entre fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos extraidos de riz6foros de
plantas de Vernonia herbacea submetidas a rega diaria (< ), a suspenséo de rega () e a re-irrigacdo
(A ) e mantidas em condi¢cBes ambiente (~380 ppm) e elevada (~760 ppm) de CO, no inverno. As
barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

O contetdo de agUlcar redutor nos rizoforos das plantas sob suspensdo de regas na
primavera foi mais elevado do que nas plantas controle a partir do 3% dia, nas duas

concentracdes de CO, (figura 37).
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Figura 37 — Contetdo de agucar redutor em rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a
rega diaria ( <), a suspensao de rega () e a re-irrigacdo (A ), mantidas em condi¢cdes ambiente
(~380 ppm ) e elevada (~760 ppm) de CO, na primavera. As barras indicam o erro padrdo da média
(n=3).

No inverno, o acucar redutor aumentou a partir do 15° dia nas plantas sob suspenséao
de regas e 380 ppm, enquanto que sob 760 ppm, aumentos no contetdo de acucar redutor

ocorreram aos 7 e 22 dias (figura 38).
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Figura 38 — Conteudo de agUcar redutor rizoforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a rega
diaria (<), a suspensdo de regal ) e a re-irrigacdo A ) e mantidas em condi¢6es ambiente (~380
ppm) e elevada (~760 ppm) de CO; no inverno. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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4.3 Efeito conjunto de diferentes regimes de regas e da concentracéo elevada de CO, no
metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea

Os diferentes regimes de restricdo hidrica impostos as plantas foram suficientes para

resultarem na diminuicdo da umidade do solo, de maneira mais acentuada nas plantas de 25%

nas duas condi¢des atmosféricas de CO, (Figura 39). Os menores teores de umidade foram

verificados nos solos das plantas sob 50% e 25% e 760 ppm, logo a partir do 9° dia. Em geral,

apos a re-irrigacao, ocorrida no 27° dia, os solos recuperaram o teor de umidade a valores

préximos do controle.
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Figura 39 — Teor de umidade (%) do solo dos vasos de Vernonia herbacea submetidos a diferentes
niveis de disponibilidade hidrica e mantidos em condi¢Ges ambiente (~380ppm) e elevada (~760ppm)
de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

Assim como observado com o teor de umidade do solo, os diferentes regimes de
restricdo hidrica foram suficientes para causar uma diminuicdo gradual do potencial hidrico
das folhas mantidas tanto nos 380 ppm (figura 40A) quanto nos 760 ppm de CO, (figura
40B), a partir do 9° dia e de maneira mais acentuada nas plantas sob 25%, em ambas as
concentragfes de CO,. Apos 18 dias sob 25%, as plantas mantidas nas duas concentracfes de
CO, apresentaram senescéncia da parte aérea, ndo sendo mais possivel mensurar o potencial
hidrico apos essa coleta. Quanto ao potencial hidrico dos rizoforos, a restricdo hidrica foi
suficiente para resultar em variag0es desses valores tanto nas plantas sob 380 ppm (figura

40C) quanto naquelas sob 760 ppm (figura 40D), embora tenha ocorrido uma diminuigdo de
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forma acentuada nas plantas 25% sob 380 ppm cujo valor obtido, aos 27 dias foi de

aproximadamente -2,1 MPa.

Dias ap0s o inicio do tratamento
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Figura 40 — Potencial hidrico das folhas (A-B) e dos rizéforos (C-D) de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condi¢Ges ambiente (~380
ppm A-C) e elevada (~760 ppm B-D) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A re-irrigacdo possibilitou a recuperacdo parcial, no final do periodo experimental, do
Wwpa. Nos rizoforos, a recuperacdo do Wwsolo OCOrreu nas plantas 25% em ambas as
concentragdes de CO..

A assimilacdo fotossintética nas plantas sob 380 ppm de CO, foi em média 50%
inferior naquelas sob restricdo hidrica do que nas plantas controle (figura 41A). A
transpiragdo e a condutancia estomatica, por sua vez, foram maiores nas plantas sob 75% e
50% do que nas plantas controle, mesmo ap0s a re-irrigacdo (figuras 41B, C). Nesses trés
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parametros, as plantas sob 25% apresentaram valores inferiores as demais. A EUA foi mais
elevada nas plantas controle, exceto aos 9 dias, quando as plantas sob 25% apresentaram
valores superiores, seguido de queda até o final do experimento (Figura 41D). Apos a re-
irrigacdo, as plantas sob restricdo hidrica apresentaram aumento em todos os parametros,
exceto as plantas sob 25%, que apresentaram discreto aumento apenas na assimilacédo
fotossintética e na EUA.
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Figura 41 — Assimilacdo fotossintética (A), transpiracdo (B), condutancia estomatica (C) e eficiéncia
do uso da agua instantanea (D) a 450 pumol m?s™ de folhas de Vernonia herbacea submetidas a
diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condigdes ambiente (~380 ppm) de CO,. As
barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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De maneira semelhante ao observado nas plantas mantidas sob 380 ppm, plantas sob
760 ppm de CO; e restricdo hidrica também apresentaram diminuicdo de cerca de 50% da
assimilacdo fotossintética a partir do 9° dia, com as plantas sob 25% apresentando os valores
mais baixos (figura 42A). A transpiracdo e a condutancia estomatica, por sua vez, foram
maiores nas plantas sob 75% e 50% do que nas plantas controle (figuras 42B, C),
principalmente a transpiracdo, aos 9 dias. Plantas sob 760 ppm e restricdo hidrica
apresentaram valores inferiores da EUA quando comparadas as plantas controle, exceto no

18° dia, quando as plantas sob 50% e 25% apresentaram aumento da EUA (Figura 42D).
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Figura 42 — Assimilacdo fotossintética (A), transpiracdo (B), conduténcia estomatica (C) e eficiéncia
do uso da &gua instantanea (D) a 450 pmol m?s™ de folhas de Vernonia herbacea submetidas a
diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condices elevadas (~760 ppm) de CO,. As
barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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A biomassa seca e o0 teor de umidade da parte aérea em ambas as concentracdes de
CO, estdo apresentados na figura 5. A restri¢do hidrica aplicada foi suficiente para promover
mudancas na biomassa, quando comparadas as plantas controle em ambas as condigdes
atmosféricas. Apds a re-irrigacdo foi observado aumento de biomassa em todas as condi¢Ges
hidricas. Sob 760 ppm, aumentos na biomassa foram observados nos 3 tratamentos de
restricdo hidrica aos 9 dias de tratamento (figura 43B), seguidos de queda até o 27° dia. As
plantas controle, por sua vez, apresentaram aumento de biomassa seca sob essa condigao

atmosférica durante o periodo experimental.
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Figura 43 — Biomassa seca (A - B) e teor de umidade (%) (C - D) da parte aérea de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condicoes
ambientes (~380 ppm) e elevadas (~760 ppm) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média
(n=3).

A re-irrigacdo promoveu um discreto aumento de biomassa nas plantas que estavam
sujeitas a restricdo hidrica. Mesmo sob restricdo hidrica, ndo houve grandes variacfes no teor
de umidade da parte aérea nas plantas sob os diferentes tratamentos, exceto nas plantas 25%

sob 380 ppm, aos 32 dias.
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Na figura 44 estdo apresentados a biomassa seca e o teor de umidade dos rizoforos de
plantas V. herbacea submetidas a restricdo hidrica sob 380 e 760 ppm de CO,. Nas duas
condicGes atmosféricas de CO,, foram observadas altera¢fes na biomassa ao longo do periodo
experimental (figura 44A, B). Entretanto, sob 760 ppm em todas as plantas essas alteracdes

ocorreram acima dos valores obtidos no inicio do experimento.
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Figura 44 — Biomassa seca (A - B) e teor de umidade (%) (C - D) dos rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea submetidas a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condi¢fes ambientes
(~380 ppm) e elevadas (~760 ppm) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A restricdo hidrica promoveu alteracfes no teor de umidade dos rizo6foros nas duas
concentracdes de CO, (figura 44C, D) de forma mais acentuada nas plantas 25%. Apos a re-
irrigacdo foi verificada a recuperacdo do teor de umidade das plantas sob restrigdo hidrica, em
ambas as [CO;] a valores proximos ou mais elevados que as plantas controle.

Com relagdo as enzimas do metabolismo de frutanos, verifica-se que a restricdo

hidrica ocasionou, em geral, diminuicdo da atividade da SST, nas duas condigdes
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atmosféricas de CO; até os 27 dias (figuras 45A, B), exceto nas plantas 75% sob 760 ppm que
apresentaram aumento desta atividade aos 9 dias semelhantemente ao controle.
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Figura 45 — Atividade da SST (A - B), FFT (C - D) e FEH (E - F) em rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condicoes
ambiente (~380 ppm — A, C, E) e elevada (~760 ppm — B, D, F) de CO,. As barras indicam o erro
padrdo da média (n=3).
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A re-irrigacdo possibilitou a recuperacdo da atividade da SST tanto nas plantas sob
380 ppm quanto sob 760 ppm, chegando a ultrapassar a atividade detectada nas plantas
controle aos 32 dias.

A restricdo hidrica também resultou na diminuicdo da atividade da FFT nas plantas
sob 380 ppm, aos 9 dias (figura 45C). Nas plantas sob 760 ppm, por sua vez, as alteracfes
foram verificadas no inicio do experimento, com diminui¢do da atividade nas plantas sob 50%
e 25%, aos 9 dias (figura 45D). Entretanto, nas plantas sob alto CO, ndo foram verificadas
diferencas entre as atividades de FFT, em todos regimes hidricos, aos 18 e 27 dias. A re-
irrigacdo, aos 27 dias, promoveu aumento da atividade de FFT nas plantas 25% sob 380 ppm
de CO..

Sob 380 ppm de CO,, a atividade da FEH diminuiu nas plantas sob restricdo hidrica
em relacdo as plantas controle, as quais ndo apresentaram variagdes na atividade ao longo do
periodo experimental (Figura 45E). Dentre as plantas sob restricdo, aquelas sob 25% foram as
que apresentaram atividades inferiores entre os 18 e 27 dias. Sob 760 ppm, a restricdo hidrica
ocasionou uma discreta diminui¢do na atividade da FEH aos 9 dias nas plantas 25% (figura
45F), comparada a atividade observada nas plantas controle. A partir desse ponto, a atividade
da hidrolase aumentou discretamente nessas plantas até o 27° dia. A re-irrigacdo causou
aumento na atividade da FEH mais acentuada quanto maior a restri¢do hidrica. Sob 380 ppm,
apenas as plantas 25% apresentaram um discreto aumento da atividade da FEH.

Em geral, verificou-se uma tendéncia a diminuicdo do conteddo de fruto-
polissacarideos até o 27° dia (figura 46A, B). O conteudo de fruto-oligossacarideos néo
apresentou alteracGes ao longo do periodo experimental, exceto o aumento verificado aos 9
dias nas plantas 50% sob 380 ppm. Em geral, as varia¢Ges nos conteudos de fruto-poli e fruto-
oligossacarideos foram pequenas ao longo do periodo experimental, destacando-se os valores

encontrados nas plantas 25% aos 27 dias.
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Figura 46 — Fruto-polissacarideos (A - B) e fruto-oligossacarideos (C - D) em rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condicoes
ambiente (~380 ppm — A, C) e elevada (~760 ppm — B, D) de CO,. As barras indicam o erro padréo da
média (n=3).

As diferentes condi¢des hidricas ndo foram suficientes para promover alteracGes na
razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos nas duas concentragdes de CO,, exceto pelo aumento

de cerca de trés vezes, aos 27 dias, nas plantas controle e 75% sob 380 ppm (figura 47).
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Figura 47 — Razdo entre fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos em rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condi¢oes
ambiente (~380 ppm) e elevada (~760 ppm) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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Figura 48 — Conteudo de agUcar redutor rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a
diferentes niveis de disponibilidade hidrica e mantidas em condi¢des ambiente (~380 ppm) e elevada
(~760 ppm) de CO,. As barras indicam o erro padrdo da média (n=3).
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Resudtados

O conteudo de agucar redutor aumentou nas plantas sob 380 ppm e restri¢do hidrica a
partir do 9° dia, especialmente nas plantas 75% e 25%, até o 27° dia, com valores maiores do
que os verificados nas plantas controle (figura 48). Sob alto CO; houve um aumento
acentuado nas plantas 25% até o 27° dia. Em ambas as condic¢des atmosféricas de CO,, a re-
irrigacdo promoveu uma diminuicéo do conteudo de agUcar redutor em todas as condicOes de

restricdo hidrica.
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5. Discussao

5.1 Efeito conjunto da suspensdo de regas e da concentracdo elevada de CO; no
metabolismo de frutanos em Viguiera discolor

De modo geral, o déficit hidrico imposto as plantas neste trabalho foi suficiente para
gerar alteracfes no conteddo e na energia livre da agua no solo e nas plantas, que por sua vez
afetaram os processos fisiologicos e bioquimicos como a fotossintese e o metabolismo de
frutanos de Viguiera discolor.

Como postulado por Samarakoon & Gifford (1995), o contetdo de 4gua no solo pode
aumentar, diminuir ou ndo ser afetado, dependendo do fechamento estomatico, em resposta ao
alto CO,. Em V. discolor observou-se que plantas sob suspensdo de regas mantiveram as
taxas de transpiracdo e condutdncia estomatica mais elevadas sob alto CO, e que estes
parametros estdo signifitivamente correlacionados com a diminui¢do do Wwsoo (r=0,80;
p=0,05 e r=0,90; p=0,01, respectivamente), que decresceu rapidamente ao longo do periodo
experimental.

Embora tenha havido uma diminuicdo mais acentuada do potencial e do teor de agua
do solo sob alto CO, e suspensao de regas, as plantas apresentaram, de maneira geral, o status
hidrico semelhante as plantas mantidas sob 380ppm e déficit hidrico. Segundo Spollen &
Nelson (1994), os carboidratos mais eficientes na diminuicdo do potencial osmoético séo as
hexoses e a sacarose. Como os frutanos podem ser rapidamente mobilizados a frutose e
sacarose, estes compostos podem atuar na manutencdo do status hidrico de plantas mantidas
sob deficiéncia hidrica e, portanto, na sua tolerancia a seca.

Pilon-Smits et al. (1995), introduzindo um gene para a sintese de frutanos em plantas
de tabaco, ndo produtora desses carboidratos de reserva, obtiveram 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 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¢Ges de estresse ocorre tanto pela atividade de sintese destes
compostos quanto pela degradagdo parcial das moléculas de maior peso molecular
acumuladas anteriormente.

Os resultados obtidos neste trabalho com V. discolor sugerem que para manterem o

status hidrico, nas duas concentracdes de CO,, estrategias distintas parecem ter sido utilizadas
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para retencdo de agua nos tecidos sob suspensdo de regas, especialmente nas raizes tuberosas,
Orgaos responsaveis pelo acumulo de carboidratos nestas plantas.

Nas plantas sob 380 ppm e suspenséo de regas foi observado um aumento da atividade
da FEH, enzima responsavel pela despolimerizacédo da cadeia de frutanos, liberando, sacarose
e frutose (Edelman & Jefford, 1964), ao longo do periodo experimental.

O aumento da FEH verificado em plantas submetidas ao déficit hidrico sugere que
nesta condicdo esta enzima também desempenha uma fung&o de sobrevivéncia para a planta
sob condic¢des de seca, conforme foi sugerido por De Roover et al. (1999) para chicéria e por
Garcia et al. (2011) para V. herbacea, bem como, por Asega & Carvalho (2004) para plantas
de V. herbacea submetidas a desfolhacdo, quando a FEH é ativada por um aumento de
demanda de energia.

Tambeém foi verificado aumento da atividade da FFT, enzima responsavel pelo padrao
de distribuicdo do comprimento das cadeias de inulina (Hellwege et al. 1998), acompanhando
a diminui¢do do Wysup (r=-0,93; p=0,005), nos primeiros 11 dias de experimentos. Nas plantas
de V. discolor, a FFT é sugerida como uma enzima multifuncional, que poderia também
catalisar a hidrolise de frutanos juntamente com a FEH em situacGes desfavoraveis a planta
(Degasperi et al. 2003).

O aumento das atividades de FFT e FEH em plantas sob suspenséo de regas e 380 ppm
favorece o aumento de compostos osmoticamente ativos. De fato, observou-se aumento de
frutanos de baixo peso molecular, os oligossacarideos, e de agucares redutores nestes tecidos,
permitindo a manutencdo do teor de agua, como mencionado anteriormente.

Nas plantas sob 760 ppm e suspensdo de regas ndo foram observadas diferencas
quantitavivas entre as fracdes fruto-oligo e fruto-polissacarideos, embora a atividade da
enzima FEH tenha sido mais elevada nas plantas sob essas condi¢cdes em todo o experimento.
Rigui et al. (dados ndo publicados) verificaram aumento no conteddo de fruto-
oligossacarideos em plantas de V. discolor mantidas sob elevada concentracdo de CO,. Esse
carbono em excesso pode ter sido rapidamente metabolizado em sacarose, utilizada na
manutencdo do potencial osmoético, uma vez que essas plantas ainda mantinham taxas
elevadas de transpiracdo, quando comparadas as plantas sob 380 ppm.

De modo geral, os resultados obtidos demonstram ao longo do continnum solo-planta
uma relacédo de dependéncia entre os parametros avaliados e a disponibilidade hidrica (tabela
1 — anexos). De fato, uma série de correlagcfes significativas foram observadas entre 0 Wwsolo,
Usolo, Wwpa € Pusub € 05 parametros fisiologicos e bioquimicos, tanto na condigdo ambiental
normal (Wwsolo X UPa = 0,977; p=0,0007, Wwsolo X FEH = -0,85; p=0,03, Wusolo X A = 0,96;
p=0,002), quanto sob alto CO; (Wwsolo X Upa = 0,96; p=0,001, Wwsoio X A = 0,97; p=0,0009).
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Os maiores coeficientes, bem como o maior nimero de coeficientes significativos, foram
encontrados para as respostas de plantas sob suspensdo de regas nas duas condic¢des de CO»,
evidenciando a influéncia da disponibilidade hidrica nas respostas fisioldgicas e bioquimicas
dessas plantas.

A re-irrigacdo, ocorrida no 11° dia, gerou respostas rapidas nos parametros fisioldgicos
e alteragGes no metabolismo de frutanos, nas duas concentragdes de CO, estudadas. De fato,
assim como ocorrido nas plantas sob suspensdo de regas, também foram observadas
correlagdes entre os pardmetros avaliados € 0 Wwsolo, Usolo, Wwpa € WPusub, tanto na condigéo
ambiental normal (Wwsolo X gS = 0,88; p=0,01, Wwsoto X FFT =-0,87; p=0,02, Ywsolo X A = 0,88;
p = 0,02), quanto no elevado CO; (Usolo x T = 0,89; p=0,04, Pupa x A = 0,76; p=0,24, Pusolo
x FFT = 0,84; p=0,03), sendo que algumas correlacfes significativas existentes em plantas
sob suspensdo de regas deixaram de existir com a re-irrigagao, como por exemplo Wysoio X A
=0,62; r=0,18.

5.2 Efeito conjunto da suspenséo de regas e da concentracao atmosférica elevada de CO,
no metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea — estudo comparativo em duas
estacdes: primavera e inverno

Da mesma forma que observado no estudo com V. discolor, a suspenséo de regas foi
suficiente para gerar alteracfes no contetdo e na energia livre da dgua do solo e nas plantas,
que por sua vez afetaram os processos fisioldgicos e bioguimicos como a fotossintese e o
metabolismo de frutanos de plantas de Vernonia herbacea, de forma diferente entre as duas
estacOes analisadas, primavera e inverno.

O contetido de agua do solo é diretamente relacionado com o fechamento estomatico,
conforme demonstrado por Samarakoon & Gifford (1995). Nos vasos de V. herbacea, a
concentracdo elevada de CO, amenizou ou atrasou a perda de agua do solo durante a
suspensdo de regas, que ocorreu de maneira mais rapida nos vasos mantidos sob 380 ppm de
CO, no experimento realizado no inverno, possivelmente devido a maior demanda
atmosférica por agua (Usolo x gs = 0,93; p=0,005), visto ser este o periodo de maior restricdo
de 4gua. Embora no experimento realizado na primavera ndo foram obtidos dados de trocas
gasosas, Oliveira et al. (2010) observaram que plantas de V. herbacea mantidas em alto CO,
apresentaram diminuicdo da condutancia estomatica, resultado semelhante ao obtido nas
plantas de inverno no presente trabalho, sugerindo ser essa uma resposta comum da espécie
mantida sob esta condig¢do atmosférica.

A manutencdo do teor de umidade do solo também ¢é resultado da menor taxa de

transpiracdo verificada em plantas de V. herbacea sob alto CO, e déficit hidrico, como ja
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observado em outras espécies como soja (Rogers et al. 1994), milho (Samarakoon & Gifford
1995), arroz (Vu et al. 1998) e batata (Robredo et al. 2007). Essa manuten¢do da dgua no solo
por um tempo mais longo, associada a maior disponibilidade de substrato para a fotossintese,
contribuiu para a manutencéo das taxas fotossintéticas semelhantes as das plantas controle.

Por sua vez, a taxa de transpiracdo mais elevada nas plantas sob 380 ppm, tanto as
irrigadas diariamente quanto as sob déficit hidrico, resultou em geral na rapida diminuicéo do
contetido de agua do solo e, consequentemente, na diminuicdo do teor de umidade da planta,
tanto no experimento da primavera (Usolo x Upa = 0,67; p=0,13, Usolo x Urz = 0,68;
p=0,13), quanto no de inverno (Usolo x Upa = 0,61; p=0,19, Usolo x Urz = 0,68; p=0,13).
Essa diminuicdo no teor de umidade da planta ja havia sido observada em estudo realizado
com plantas de V. herbacea submetidas a suspensdo de regas (Garcia et al. 2011).

Nos dois periodos estudados, tanto as plantas mantidas sob alto CO, quanto aquelas
sob condi¢bes ambientais naturais de CO,, foram capazes de manter, mesmo sob déficit
hidrico, um alto teor de umidade dos riz6foros, onde ocorre o acimulo de carboidratos.
Trabalhos anteriores realizados com V. herbacea ja haviam demonstrado a alta capacidade
destas plantas de reter agua nos rizoforos por longos periodos sob baixos contetudos de agua
no solo (Dias-Tagliacozzo et al. 2004, Garcia et al. 2011), caracteristica esta possivelmente
associada a capacidade de osmorregulacdo dos frutanos, uma vez que 0s processos de
retencdo de 4gua foram acompanhados de alteraces no metabolismo destes carboidratos.

Nas plantas de V. herbacea sob 760 ppm, o teor de umidade dos rizéforos
correlacionou-se significativamente com a umidade do solo, principalmente quando
consideramos o experimento realizado no final da primavera (r=0,88; p=0,03). A manutengéo
do alto contetdo de &gua, associado a diminuicdo Wsona, indica mudancas na energia livre da
agua, apontando a ocorréncia de ajustamento osmotico nesses tecidos, como sugerido por
Garcia et al. (2011).

Em relacdo as alteracdes no metabolismo de frutanos, nos dois periodos analisados,
frente a suspensdo de regas foram verificadas algumas particularidades. No experimento
realizado no final da primavera, as plantas mantidas sob 380 ppm apresentaram, em geral,
maiores atividades de FEH durante o periodo experimental, com consequente aumento da
razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideo.

Em plantas sob déficit hidrico, a FEH desempenha uma funcdo de sobrevivéncia,
conforme sugerido por De Roover et al. (1999) para chicdria e por Garcia et al. (2011) para V.
herbacea, despolimerizando a reserva de frutanos e resultando num “pool” de cadeias
menores e agucares redutores, permitindo a diminui¢do do potencial osmotico e manutencéo

do metabolismo da planta.
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Sob 760 ppm foi observada atividade mais elevada da enzima SST nas plantas sob
suspensdo de regas em relacdo ao controle, principalmente no inicio do experimento,
possivelmente quando a assimilacdo fotossintética ainda ocorria (dados ndo mostrados).
Interessante também notar que o aumento da atividade dessa enzima correlaciou-se
negativamente, de forma significativa, com a diminuigdo do Wysu (r=-0,86; p=0,02). Embora
a SST seja a enzima que dé inicio a sintese de frutanos (Van den Ende & Van Laere 1996),
ndo foi observado aumento do conteudo de oligossacarideos nestas plantas.

Assim como ocorreu com plantas de V. discolor, o carbono excedente nas plantas sob
suspensdo de regas e 760 ppm na primavera pode ter sido utilizado na manutencdo do
potencial osmético, no metabolismo da planta e no crescimento, ndo sendo necesséria a
mobilizagdo das reservas como ocorreu nas plantas mantidas sob 380 ppm. Outro dado que
suporta essa hipotese € o elevado conteudo de aculcar redutor nos rizéforos nas plantas sob
elevado CO, e suspenséo de regas, mesmo sob baixa atividade de FEH e FFT, ao contrario do
observado nas plantas sob 380 ppm.

Além disso, a atividade da FEH é inibida em altas concentracdes de sacarose (De
Roover et al. 2000, Asega et al. 2011), o que poderia também explicar a baixa atividade dessa
enzima verificada nas plantas sob 760 ppm. Embora a concentracdo desse dissacarideo nédo
tenha sido determinada nesses tecidos, Oliveira et al. (2010) também verificaram atividades
reduzidas de FEH em plantas sob alto CO,, quando comparadas as plantas controle.

No experimento realizado no inverno, sob 380 ppm, as atividades de SST, FFT e FEH
foram maiores nas plantas sob suspensdo de regas do que nas plantas controle, especialmente
no inicio do experimento. O aumento da atividade dessas enzimas observado nas plantas
tratadas sugere sua atuacdo na manutencdo de frutanos de baixo peso molecular que, por sua
vez, atuam na diminui¢do do potencial hidrico e na manutencdo do teor de umidade dos
tecidos dos rizoforos.

Além da sua atuacdo no ajuste osmdtico, estudos recentes demostraram que 0S
frutanos atuam na estabilizacdo de membranas em condigdes de estresse por frio ou seca
(Vereyken et al. 2001, Hincha et al. 2002). As membranas sdo as primeiras estruturas afetadas
pelo congelamento e dessecacdo, causando injarias as células. As proteinas citosolicas e as
organelas apresentam diminuicdo da atividade ou desnaturacdo completa quando desidratadas.
Vereyken et al. (2001) revelaram que tanto o levano quanto a inulina interagem com as
camadas fosfolipidicas das membranas, protegendo-as de danos que possam ocorrer durante
a transicdo dos lipideos do estado liquido-cristalino para gel. Foi demonstrado ainda que a
bicamada lipidica torna-se menos permeavel durante o tratamento de congelamento e

desidratacdo quando os frutanos estdo presentes (Hincha et al. 2000). Dessa forma, a célula
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ndo perde sua integridade devido ao aumento da permeabilidade e a perda da seletividade da
membrana ocorridos durante o frio e a seca (Demel et al. 1999, Hincha et al. 2006).

Embora Asega & Carvalho (2004) tenham verificado que a FEH e a SST apresentam
controle temporal por estarem no mesmo compartimento celular, ha 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 diminuicdo 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 nas plantas sob 380 ppm e suspensédo de regas no inverno, a a¢ao da
FEH junto com as frutosiltransferases, tenha favorecido a redistribuicdo das moléculas de
frutanos, conforme pode ser constatado pelo aumento de fruto-oligo e fruto-polissacarideos
em relacdo ao controle e aumento da razdo entre essas fracdes ao final do periodo
experimental.

Assim como verificado no experimento com V. discolor, nas plantas sob 760 ppm e
suspensdo de regas ndo foram observadas diferencas quantitativas no contedo dos fruto-oligo
e fruto-polissacarideos, embora a atividade de FEH tenha sido elevada nestas plantas entre o
7° e 0 15° dias e a atividade de FFT e o contetdo de acUcar redutor também tenham
aumentado nesse periodo. Concomitantemente a este aumento, foi observada uma diminuicao
abrupta da fotossintese, ocasionando a reducdo do carbono utilizado para o ajuste osmotico
nos rizéforos.

O aspecto hidrico parece ser preponderante nas respostas das plantas mesmo sob
condicdes de alta concentracdo de CO,. A exemplo do observado no estudo com V. discolor,
os maiores coeficientes de correlacdo, bem como o maior numero de coeficientes
significativos, foram observados nas condi¢cdes de suspensdo de regas e re-irrigacdo, tanto em
elevada concentracdo de CO; (Wwsolo X Upa = 0,82; p=0,04, ¥ X FEH = 0,86; p = 0,02,
Ywsp X Urz = 0,95; p=0,003, A x Upa = 0,80; p=0,13), como em condi¢Oes naturais
ambientais (Wwsup X Upa = 0,92; p = 0,0007, Pwsolo X FEH = 0,75; p=0,08, Usolo x gs = 0,91,
p=0,01).

Em adicdo, também observamos que essa constatacdo estatistica € mais evidente no
estudo realizado no inverno (tabela 2 — anexo) comparado ao da primavera (tabela 3 — anexo).
No experimento de primavera, foram encontradas 38 correlagbes em nivel de 5% de
probabilidade entre os Wysolo, Usolo, Wypa € Puwsub € 0S parametros fisiologicos e bioquimicos,
nas plantas sob suspensdo de regas, a0 passo que nas plantas apds a re-irrigagdo foram

encontradas 36 correlacGes e no controle 23.
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Ja no experimento de inverno, nas plantas sob suspensdo de regas foram encontradas
75 correlaces em nivel de 5% de probabilidade entre a Usolo, Wwpa € Pwsun € 0S parametros
fisiologicos e bioquimicos, enquanto que ap6s a re-irrigacdo, 0 nimero de correlacdes
diminuiu para 55 e no controle 42,

Essa dependéncia das respostas frente a disponibilidade hidrica parece estar
relacionada a propria sazonalidade climatica e de disponibilidade hidrica do cerrado, bioma de
ocorréncia de V. herb&cea, que inclui verdo Umido e inverno seco (Eiten 1972, Coutinho
2002).

5.3 Efeito conjunto de diferentes regimes de regas e da concentracéo elevada de CO, no
metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea

Pequenas alteracdes no contetdo e no estado termodindmico da &gua no solo e nas
plantas, provocadas pelos diferentes niveis de reposicdo hidrica, afetaram 0s processos
fisioldgicos e bioquimicos como a fotossintese e o metabolismo de frutanos de Vernonia
herbacea sob 380 e 760 ppm de CO,.

Dentre as primeiras mudangas que ocorrem em plantas expostas a condigdes de seca
estd a reducdo de agua durante a transpiracdo, através da regulacdo da abertura de estématos,
sendo este um dos principais efeitos indiretos na reducdo das taxas fotossintéticas, limitando
significativamente a assimilacdo de carbono para a fotossintese e o crescimento (Burgess
2006). De fato, os decréscimos mais acentuados na condutancia estomética foram observados
nas plantas 25%, que sdo aquelas que receberam reposicao de 25% da agua evapotranspirada,
sob 380 ppm e 760 ppm e correlacionaram-se significativamente com a diminuicdo da
umidade do solo (Usolo x gs = 0,96; p=0,001 e r=0,98; p=0,0006, respectivamente). A
diminuicdo da umidade do solo, portanto, foi o principal fator limitante da fotossintese nas
plantas sob estas condicdes, independente da concentracdo de CO,.

Estudos sugerem que plantas sob alto CO, perdem agua mais lentamente sob déficit
hidrico quando comparadas as plantas controle, devido & menor condutancia estomatica e taxa
de transpiracdo em plantas sob essas condi¢des (Robredo et al. 2007 e referéncias ali
contidas). De fato, em plantas sob alto CO,, neste estudo com V. herbacea, o Wy das
plantas 25% foi proximo ao verificado nos demais regimes hidricos ao longo de todo o
periodo estudado (Wwsup X gs = 0,98; p=0,0001, ¥ysuo X T = 0,88; p=0,04), enquanto nas
plantas sob 380 ppm e 25%, 0 Wwsu, COMegou a diminuir apos o 18° dia, ndo correlacionando-
se com as trocas gasosas.

Nos diferentes niveis de restricdo hidrica, tanto as plantas mantidas sob alto CO,

(Usolo x Urz = 0,81; p=0,04) quanto aquelas sob condi¢des ambientais naturais de CO,
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(Usolo x Urz = 0,89; p=0,01), foram capazes de manter um alto teor de umidade dos
rizoforos. Estudos anteriores mostraram que em longos periodos sob baixos conteldos de
agua no solo, os rizoforos apresentaram alta capacidade de retencdo de agua, possivelmente
associada a capacidade de osmorregulacdo dos frutanos, uma vez que 0s processos de
retencdo de agua foram acompanhados de alteracbes no metabolismo destes carboidratos
(Dias-Tagliacozzo et al. 2004, Garcia et al. 2011).

Com relagdo as frutosiltransferases, observou-se apenas uma diminuicéo da atividade
da SST, enzima responsavel pela sintese de frutanos, nas plantas sob restricdo hidrica nas
duas concentracdes de CO,. Portes & Carvalho (2006) verificaram diminuicdo da atividade de
SST em plantas de V. herbacea em fase de rebrota, dorméncia e rebrota induzida, estagios nos
quais o aparato fotossintético seria ausente ou insuficiente para prover fotoassimilados para a
sintese de frutanos. De fato, no presente estudo verificou-se uma correlacdo positiva
significativa entre a diminuicao da fotossintese e a diminui¢do da atividade da SST (tabela 3 —
anexo) nos diferentes niveis de reposicdo de agua das duas concentracdes de COo,
corroborando a hipdtese de que a diminuicdo de substrato causou a diminui¢do da acdo desta
enzima.

Nas plantas sob 760 ppm, a atividade da FEH aumentou de maneira inversamente
proporcional ao tratamento de restricdo hidrica imposta apds a re-irrigacdo, enquanto nas
plantas sob 380 isso ndo foi observado. Esta enzima, responsavel pela despolimerizacdo das
cadeias de frutanos, parece ter atuado na producdo de cadeias menores de frutanos,
especialmente nas plantas 25%, que apresentaram diminuicdo no contetdo de fruto-
polissacarideos concomitantemente ao aumento desta a partir do 27° dia.

Nas plantas 25%, em ambas as concentracfes de CO,, 0 acucar redutor presente em
altas concentragdes, principalmente aos 27 dias, foi rapidamente utilizado como fonte de
energia pelas plantas durante a recuperacdo de sua parte aérea, conforme proposto por
Mohammadkhani & Heidari (2008), para milho e também verificado em plantas de V.
herbacea sob suspensao de regas, por Garcia et al. (2011).

Em geral, as maiores alteracdes nos parametros analisados foram verificadas nas
plantas mantidas no nivel mais baixo de reposicdo de agua (25%), em ambas as condicdes
atmosféricas de CO,. De fato, foi neste nivel de reposicdo hidrica que foram observadas as
correlagdes mais significativas entre a Usolo, Wwpa € WPwsun € 0S parametros fisiologicos e
bioquimicos, tanto nas plantas em condi¢des ambientais naturais (Pwpa X A = 0,84; p=0,03,
Wusub X agucar redutor = -0,91; p=0,01, Wwpa X FFT = 0,85; p=0,03, por exemplo) como em
condicOes de alto CO, (Usolo x FFT = 0,89; p=0,01, Wwpa x gs = 0,74, p=0,08, Puwpa X T =
0,97, p=0,0006, por exemplo), sendo as respostas semelhantes aquelas observadas nos estudos
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em que a suspensdo total de regas foi imposta, evidenciando assim a importancia da agua nas
respostas fisioldgicas e bioquimicas das plantas.

Por outro lado, os tratamentos intermediarios (75% e 50%) de reposicdo hidrica
permitiram a diminuicdo gradual de disponibilidade hidrica nas plantas e a manutencdo do
conteddo de &gua nos rizéforos, dos niveis de atividade das enzimas do metabolismo de
frutanos e do conteldo desses carboidratos nesses o6rgdos a valores proximos as plantas
controle, sugerindo assim um processo de aclimatagcdo das plantas a essas duas condicOes
hidricas, independente da concentracdo de CO,. Segundo Larcher (2006), se a intensidade de
um estressor nao se altera, a restituicdo na forma de processos de reparo, como a sintese de
sushstancias de protecdo, serd rapidamente iniciada. Essa situagdo leva a uma fase de
resisténcia, na qual, sob estresse continuo, a resisténcia aumenta. Devido & melhora na
estabilidade, a normalizacdo acontece mesmo sob estresse continuo, ou seja, a planta se
adapta a essas novas condicgdes, o que parece ter ocorrido naquelas plantas sob os tratamentos

intermediérios de reposicao hidrica.
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6. Considerac0es finais

Ainda h& muito a ser conhecido sobre os efeitos que o aumento do CO,
atmosférico pode ter no crescimento e na fisiologia das plantas, ainda mais se
considerarmos que este aumento ndo constitui um evento isolado, mas vem
acompanhado de aumentos da temperatura média e alteracbes no padrdo global de
distribuicdo de chuva, podendo intensificar os fatores abidticos estressantes, tal como a
seca. Assim, as respostas de plantas aos aumentos na concentracdo atmosférica de CO,
devem considerar uma analise integrada ao longo do tempo, com outros fatores
abioticos, como radiacéo, temperatura e déficit hidrico causado pela seca no solo.

Nesse trabalho foram realizados trés estudos nos quais foi possivel verificar os
efeitos da elevada concentracdo de CO, e do déficit hidrico nas trocas gasosas, no status
hidrico, no crescimento e no metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea e Viguiera
discolor, duas asteraceas do cerrado.

Embora a diminuicdo da transpiracdo e da condutancia estomatica sejam efeitos
comuns em plantas sob alto CO; e, embora este efeito tenha sido observado no estudo
com Vernonia herbacea, em plantas de Viguiera discolor isso ndo foi verificado, o que
ocasionou a rapida diminuic¢do do contetdo de agua nos vasos neste estudo em plantas
submetidas a suspenséo de regas.

Pesquisas recentes tém demonstrado que as alteracbes no metabolismo de
frutanos estdo envolvidas ndo s6 no ajuste osmético das células, mas também na
manutengdo da integridade das membrana e na sinalizagdo para ocorréncia de outras
respostas fisioldgicas. Entretanto, analises do efeito dos frutanos na membrana
plasmatica ou de outras organelas celulares ainda ndo foram realizadas com V. herbacea
e V. discolor, o que torna apenas especulativa esta funcdo nas espécies estudadas.

De modo geral, os resultados obtidos nos trés estudos demonstram, ao longo do
continnum solo-planta, uma relacdo de dependéncia entre os parametros avaliados e a
disponibilidade hidrica, independente da concentracdo de CO,. No estudo comparativo
entre as duas estagdes do ano, fica clara a diferenca nas respostas hidricas entre o
inverno e a primavera, embora isso ndo tenha sido verificado em plantas sob alto COx.
Esse resultado parece estar relacionado com a prépria sazonalidade climética
caracteristica do cerrado, bioma de ocorréncia de V. herbacea.

No experimento em que foram aplicados diferentes niveis de disponibilidade

hidrica, as maiores alteracbes foram verificadas nas plantas sob 25% em ambas as
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concentracdes de CO,, que apresentaram respostas fisiologicas e bioquimicas proximas
as obtidas com plantas controle e semelhantes as verificadas no estudo sob suspenséo de
regas. Nos demais niveis de reposi¢do de &4gua, em ambas as concentra¢cdes de CO,,
verificou-se que as plantas aclimataram-se as novas condi¢des por manterem valores de
atividade das enzimas do metabolismo de frutanos e do contetdo desses carboidratos
proximos aos das plantas controle.

Em condigdes ambientais naturais, estudos sugerem que plantas de V. herbacea
sob déficit hidrico mobilizam suas reservas de frutanos como forma de protecdo a seca.
As respostas obtidas nos estudos com V. herbacea e V. discolor demonstram que a
concentracéo elevada de CO, causa um atraso na mobilizacdo de frutanos em plantas
sob déficit hidrico para manutencdo de seu metabolismo, fazendo uso primeiramente do
carbono em excesso, proveniente da fotossintese.

Sendo assim, considerando as previsdes para esse século de aumento do CO,
atmosférico e mudancas no regime de chuvas, a interacdo entre esses dois fatores tem
um efeito positivo para 0 metabolismo de frutanos, pois o elevado CO, atenua os efeitos

deletérios do déficit hidrico nas plantas.
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Anexos



Tabela 1 - Coeficiente de correlagéo entre Wysoio, Usolo, Wupa, Pusin, A € EUA e 0s parametros fisiologicos e bioquimicos de plantas de Viguiera discolor

submetidas a rega diéria, suspensao de regas e re-irrigacao no inverno.

WYsolo Usolo Ywpa Wsub EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A -0,64
T -0,70 -0,78 -0,81*
gs
EUA 0,88**  0,98***
BiomassaPA -0,50 -0,57
Upa -0,94**
2 BiomassaRT 0,61 0,62 -0,54 0,59 -0,84*
£ urt -0,86*
3 SST -0,51 0,93** -0,83* 0,96**
FFT 0,69 -0,64 -0,78 -0,71
FEH -0,63 -0,50
Poli 0,68
Oligo 0,57 0,56
Razéo -0,78 0,56 0,57 0,74 0,68
Ac¢ Redutor -0,77 0,54
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Continuacdo — tabela 1

WYsolo Usolo Ywpa
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A 0,96**  0,97***  0,83* 0,92** 0,92** 0,76 0,65
T 0,80* 0,88** -0,80* 0,95**
gs 0,95**  0,91**  0,89**  0,95** 0,99%*** 0,77 0,98%***
EUA 0,89** 0,59 0,79 0,94**
. BiomassaPA -0,62 -0,66
% Upa 0,98***  0,96** 0,87 0,94** 0,76 0,92**  0,94** 0,81*
E BiomassaRT -0,75 -0,69
2 Urt 0,83* 0,90** 0,63 0,94** -0,63 0,70 0,84* 0,71 0,79 0,76
Zi SST 0,91** -0,55 0,86* 0,56 0,85*
§ FFT -0,72 -0,94 -0,55 0,66 -0,57
FEH -0,85* -0,76 0,53 -0,79 -0,70
Poli -0,55 -0,50
Oligo 0,68 0,71
Razao 0,49 0,83* 0,72 0,91** 0,66 0,58 0,85* 0,81*
Ac¢ Redutor 0,73 0,84* 0,64
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Continuacdo — Tabela 1

Ysolo Usolo Ywpa Ysub EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A 0,88** 0,78 0,89** 0,82* 0,76 0,93** 0,56
T 0,82* 0,70 0,76
gs 0,89** 0,90** 0,75 0,77 0,62 0,88**
EUA 0,59 0,83* 0,52 0,76
BiomassaPA -0,54 -0,67 -0,59 -0,56 -0,63
2 Upa 0,70 0,86* 0,66 0,57 0,67 0,63 0,93** 0,55
= BiomassaRT -0,71 -0,64 -0,87* -0,51
? Urt 0,72 0,76 0,88** 0,74 0,74 0,87* 0,53 0,74 0,51
o) SST 0,63 0,67 0,50 0,52 0,84*
o FFT -0,88** -0,69 0,59 -0,81* -0,96** 0,85*  -0,98*** 0,64 -0,84*
FEH -0,75 -0,77 -0,77 -0,82*
Poli
Oligo 0,57
Razao 0,62 0,95** 0,74 0,55 0,58 0,85* 0,85*
Ac¢ Redutor 0,66 0,59 0,61 0,55 0,57

A: assimilagdo; T:transpiracdo; gs: condutancia estomatica, EUA: eficiéncia do uso da agua; BiomassaPA: biomassa da parte area; Upa: teor umidade da parte aérea,
BiomassaRT: biomassa das raizes tuberosas; Urt: umidade das raizes tuberosas; SST: sacarose: sacarose frutosiltransferase; FFT: frutose: frutose frutosiltransferase; FEH:
frutano exohidrolase; poli: fruto-polissacarideos; oligo: fruto-oligossacarideos; razdo: fruto-oligo:fruto-polissacarideos; a¢ redutor: aglcar redutor. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001.
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Tabela 2 — Coeficiente de correlagdo entre Usolo, Wypa, Puwsuny A € EUA e os parametros fisiologicos e bioquimicos de plantas de Vernonia herbacea

submetidas a rega diaria, suspensao de regas e re-irrigacao no inverno.

Usolo Wpa Wosub A EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A 0,77
T 0,62 0,58 0,95** 0,83*
gs 0,64 0,76
EUA 0,80*
BiomassaPA -0,62 -0,50 -0,87*
Upa 0,64 -0,58
% BiomassaRZ -0,86* -0,56 -0,81* -0,63
= Urz -0,68 0,53 0,78 -0,50 -0,50
3 SST -0,62 0,68 -0,63 -0,52
FFT 0,84* -0,74 0,86*
FEH -0,83* 0,93** 0,90*
Poli -0,69 -0,80 -0,52 0,65
Oligo -0,72 -0,67 -0,70
Razéao -0,64
Ac¢ Redutor 0,58 -0,63
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Continuacdo tabela 2

Usolo Wopa W osub EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720

A 0,78 0,75 0,52 0,62 0,54

T 0,82%  0,93**

gs 0,93%* 0,63 0,67 0,50 0,50 0,93**  0,80*

EUA 0,49 0,69 0,76 0,89%*  0,83* 0,86*
8 BiomassaPA -0,58 -0,96%** -0,57 -0,57 -0,58 067  -0,90**  -0,66
4 Upa 0,61 0,96%**  0,80%  0,93%*  0,02%* 0,57 0,80% 0,81* 0,84*
= BiomassaRZ -0,61 0,76 0,52
'3 Urz 0,68 0,95%* 0,58 0,00%%  0,95%* 0,55 0,61 0,92%* 0,78
2 SST -0,51 -0,85* -0,64 -0,85* -0,73
% FFT -0,87* -0,76 -0,93 -0,99 -0,71

FEH -0,97%** 071 -0,66 0,96%* -0,71

Poli 0,74 067  097*** 068 0,84* 0,89*

Oligo 0,54 0,58 0,74 0,58

Razéo -0,60

Ac¢ Redutor
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Continuacdo — tabela 2

A 0,78 0,66 -0,72 0,64 -0,69
T -0,87* 0,82* 0,88**
gs 0,91** 0,54 -0,61 0,84* 0,68
EUA 0,61 0,67
BiomassaPA -0,88* -0,62 -0,86*
© Upa 0,95** 0,69 -0,60 0,80* 0,67
g BiomassaRZ -0,54
E Urz 0,51 0,88* 0,94** 0,57 0,78
& SST -0,61 0,69 -0,70 -0,52
FFT -0,64 -0,73 -0,68 -0,86* -0,77 -0,70 -0,92** 0,84*
FEH -0,62 -0,93** -0,91** -0,64 -0,66
Poli 0,59 -0,59 0,88*
Oligo 0,54 0,52 0,53 0,57
Razéo 0,64 0,86*
Ac¢ Redutor

84

A: assimilagdo; T:transpiracdo; gs: conduténcia estomdtica, EUA: eficiéncia do uso da &4gua; BiomassaPA: biomassa da parte area; Upa: teor umidade
da parte aérea, BiomassaRZ: biomassa dos rizéforos; Urz: umidade dos rizéforos; SST: sacarose: sacarose frutosiltransferase; FFT: frutose: frutose
frutosiltransferase; FEH: frutano exohidrolase; poli: fruto-polissacarideos; oligo: fruto-oligossacarideos; razdo: fruto-oligo:fruto-polissacarideos; a¢
redutor: agucar redutor. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.



Tabela 3 — Coeficiente de correlagdo entre Wysoi0, Usolo, Wipa, Pusub € 0S parametros fisioldgicos e bioquimicos de plantas de Vernonia herbacea submetidas
a rega diaria, suspensdo de regas e re-irrigacdo na primavera.
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Y¥solo Ywpa Y¥sub
360 720 360 720 360 720 360 720
BiomassaPA -0,70 -0,55
Upa 0,51 -0,75 0,54 0,89**
BiomassaRZ -0,85*
Urz -0,51* 0,88* 0,72 -0,80*
S SST 0,68 0,73
= FFT -0,75 -0,59 0,63
S FEH -0,57 -0,68
Poli
Oligo 0,51 -0,63
Razéo
Ac¢ Redutor 0,52 -0,60 -0,88**
BiomassaPA 0,98*** 0,86* 0,64
Upa 0,82* 0,67 0,85* 0,74 0,92**
o BiomassaRZ 0,76 0,64 -0,63
% Urz 0,86* 0,68 0,83* 0,84* 0,94**
; SST -0,77 -0,60 -0,58 -0,94** -0,86**
2 FFT -0,55 -0,76 0,72 -0,71
S FEH 0,87 0,86
U%' Poli -0,53 0,52 0,67
Oligo 0,79 -0,67
Razéo -0,51 -0,85*
Ac¢ Redutor -0,65 -0,57 -0,56 -0,54




Continuacdo — tabela 3
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Ysolo Usolo Yfolhas Ysub
360 720 360 720 360 720 360 720
BiomassaPA -0,55 0,58 -0,52
Upa 0,83* 0,61 0,66 0,74 0,78
BiomassaRZ 0,77
o Urz 0,87* 0,65 0,54 0,86* 0,75
§ SST -0,87* -0,50 -0,93** -0,84* -0,96**
£ FFT 089 071 0,78
é FEH 0,75 -0,57 0,62 -0,65 0,57
Poli -0,55
Oligo -0,78 0,55
Razéo -0,75 0,51 0,56 0,51
Ac¢ Redutor -0,58 -0,67

BiomassaPA: biomassa da parte area; Upa: teor umidade da parte aérea, BiomassaRZ: biomassa dos rizéforos;
Urz: umidade dos rizéforos; SST: sacarose: sacarose frutosiltransferase; FFT: frutose: frutose
frutosiltransferase; FEH: frutano exohidrolase; poli: fruto-polissacarideos; oligo: fruto-oligossacarideos; razéo:
fruto-oligo:fruto-polissacarideos; a¢ redutor: aglcar redutor. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.



Tabela 4 — Coeficiente de correlagdo entre Usolo, Wy, Pwsuns A € EUA e 0s parametros fisiologicos e bioquimicos de plantas de Vernonia herbacea
submetidas a diferentes niveis (Controle, 75%, 50% e 25%) de disponibilidade hidrica.

Usolo Woipa W osub A EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720

A 0,79 0,66 0,60
T 0,66 0,91** 0,81 -0,97*** 0,90**  -0,96**
gs 0,58 0,55 -0,59 -0,53 0,99***
EUA -0,58 0,98***  -0,87* 0,98*** 0,80*
BiomassaPA 0,57 0,58 0,51 -0,74 0,64
Upa -0,93** -0,64 -0,82* 0,60 -0,95** -0,41

2 BiomassaRZ 0,95**

‘E Urz -0,52 0,57 -0,52 0,72

3 SST -0,52 0,58 0,69 0,49 -0,50
FFT 0,79 -0,95** -0,68 0,50 -0,99%**
FEH -0,88** -0,73 -0,66 -0,59 -0,60 -0,87**
Poli 0,83* 0,56 0,89** -0,79 0,84* 0,80* 0,57 -0,71 0,60
Oligo -0,94** -0,57 0,74 -0,63 -0,48 0,80* -0,88**
Razéo -0,74 -0,85* -0,81* 0,70 -0,67 -0,82* -0,74 0,63 -0,88**
Ac Redutor -0,91** 0,62 -0,64 -0,71 -0,55 -0,82*
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Continuacdo — tabela 4

Usolo \Pwpa

Yusub EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A 0,95** 0,82 0,96** -0,78
T -0,86* 0,78 0,53 -0,69 -0,54
gs -0,86* -0,98*** -0,71
EUA 0,73 0,68 0,77
BiomassaPA -0,59 -0,79 -0,72
< Upa 0,87* -0,59  -0,88**  0,96** -0,82*
L0 BiomassaRZ -0,64 -0,56 -0,75
8 Urz 0,85* 0,57 -0,59 0,71
5 SST 0,57
o FFT 0,82* 0,87* 0,71  0,98*** 0,77
FEH 0,59 0,96** 0,89** 0,82* 0,85* 0,73 0,79
Poli 0,84* 0,68 0,79 -0,51 0,56 0,85* 0,91** -0,61
Oligo -0,83* -0,84* 0,51 -0,67 -0,73 -0,51 -0,58
Razéo -0,72 -0,81* -0,56 0,78 -0,95 -1,00*** -0,61 -0,61
Ac Redutor -0,71 -0,69 -0,62 -0,60 -0,78 -0,78 0,60
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Continuacéo — tabela 4

Usolo | . W osub EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A 0,97*** 0,76 0,93** 0,97***
T 0,63  -0,90**  -0,63 0,60 0,59 -0,53
gs -0,87* -0,93** 0,68 -0,56  -0,95** 0,65
EUA 0,70 0,71 0,83* 0,55
BiomassaPA -0,95**  -0,56
< Upa -0,71 0,89**  -0,78 0,81*
3 BiomassaRZ 0,51 0,67
3 Urz 0,89** 0,62 0,76 0,74 0,88**
8 SST -0,60 -0,53 0,69 0,64 0,81*
& FFT 0,94**  0,90** 0,75 0,62 0,70 0,89** 0,58 0,86*
FEH 0,82* 0,57 0,56 0,71 0,70 0,98***  0,97***
Poli 0,56 0,73
Oligo -0,71
Razédo -0,80*  -0,60 -0,57 -0,62 -0,77 -0,65 -0,99***  -0,96**
Ac¢ Redutor -0,62 -0,77 -0,54
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Usolo

W L EUA
360 720 360 720 360 720 360 720 360 720
A 0,00%*  0,98***  084* 0,74 0,56  0,09%**
T 0,94** 0,76 1,00%** 0,89%*  084*  0,82*
gs 0,07*** 0,98***  086*  0,81* 0,08%%*  0,97%%*  (,9g***
EUA 052  -084* 0,64
BiomassaPA -0,64 0,53 0,59 1,00%%*
= Upa 0,70 1,00%%* 0,66 0,53 -0,86*
z BiomassaRZ -0,82* -0,60 0,61 069  0,85*
£ Urz 0,81* 0,08%**  096**  089** 070  0,84*
o SST 0,78 0,76 0,83* 0,70 0,92%* 0,65
FFT 0,01*  092**  085*  085* 053  087%  100%**  0,88**
FEH 0,87 0,66 -0,59 0,63 0,08%**
Poli -0,80 0,80  -0,99%** 063  -0,91** -0,86*
Oligo 078 0,84 054  -081 081  -0,86* -0,59
Razdo -0,86* -0,96%* -0,70 -0,84
Ac Redutor -0,76 0,07%%* -0,97*** -093** 052  -0,87*

A: assimilacdo; T:transpiracéo; gs: condutancia estomatica, EUA: eficiéncia do uso da 4gua; BiomassaPA: biomassa da parte area; Upa: teor
umidade da parte aérea, BiomassaRZ: biomassa dos rizéforos; Urz: umidade dos riz6foros; SST: sacarose: sacarose frutosiltransferase; FFT:

frutose: frutose frutosiltransferase; FEH: frutano exchidrolase; poli: fruto-polissacarideos; oligo: fruto-oligossacarideos; razédo: fruto-oligo:fruto-
polissacarideos; a¢ redutor: agucar redutor. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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