MARCELINO JOSE DE SOUZA

Distribuicao espacial da atividade das enzimas
de sintese e mobilizacao de frutanos em
rizoforos de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby

induzidas a brotacao e sob temperatura baixa

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente, como parte dos requisitos
exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE
VEGETAL E MEIO AMBIENTE, na
Area de Concentracdo de Plantas

Vasculares em Analises Ambientais.

SAO PAULO
2008



MARCELINO JOSE DE SOUZA

Distribuicao espacial da atividade das enzimas
de sintese e mobilizacao de frutanos em
rizoforos de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby

induzidas a brotacao e sob temperatura baixa

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente, como parte dos requisitos
exigidos para a obtencdo do titulo de
MESTRE em BIODIVERSIDADE
VEGETAL E MEIO AMBIENTE, na
Area de Concentracdo de Plantas

Vasculares em Analises Ambientais.

ORIENTADORA: DRA. MARIA ANGELA M. CARVALHO



Ficha Catalografica elaborada pela Se¢ao de Biblioteca do Instituto de Botéanica

Souza, Marcelino José de
S729d Distribuigao espacial da atividade das enzimas de sintese e mobilizagdo de
frutanos em rizéforos de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby induzidas a brotacao e
sob temperatura baixa / Marcelino José de Souza -- Sdo Paulo, 2008.
79 p. il.

Dissertagao (Mestrado) -- Instituto de Botanica da Secretaria de Estado do
Meio Ambiente, 2008
Bibliografia.

1. Frutanos. 2. Rizoforos. 3. Asteraceae. 1. Titulo

CDU : 547.458




DEDICATORIA

A Carla e Beatriz, com

todo amor do meu coragao.



EPIGRAFE

“O que sabemos ¢ uma gota, o que ignoramos ¢ um oceano.”

Isaac Newton



Agradecimentos

A Deus por criar uma natureza tao perfeita e repleta de desafios.

A minha familia Nice e Manuel (in memoriam), Sonia ¢ Beto, Carol, Luciano,
Ricardo, Paulo, Doniseti, Cida, Elaine, Clarissa, Roberto, Isabel por me incentivarem a
buscar meus objetivos, por assumirem a responsabilidade de dividir os esfor¢os para que
eu pudesse chegar aonde cheguei.

A Dra. Maria Angela Machado de Carvalho pela oportunidade, pela orientagdo,
pela coragem, pelo esforgo e respeito dedicados.

Ao Instituto de Botéanica de Sdo Paulo, especialmente a Secdo de Fisiologia e
Bioquimica de Plantas pela oportunidade.

A Dra Rita de Céassia Leone Figueiredo-Ribeiro pela orientagdo extra-oficial e pelo
incentivo.

Aos funcionarios da Secdo de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de
Botanica, Ana Alice, Aparecida, Cida, Helena, Mary, também a Sirley e a D. Amélia.

A todos os funcionarios da Pds-Graduacao do Instituto de Botanica, em especial as
coordenadoras Sonia M.C. Dietrich e Dra. Solange C. Mazzoni-Viveiro, pelas facilidades
obtidas.

Ao grupo dos frutanos Amanda, Paola e Vanessa, por toda ajuda que me deram
para a conclusdo deste trabalho, pois tenho a certeza de que uma parte do que eu aprendi se
deve ao auxilio que me prestaram.

Aos amigos Anderson, Amanda de Souza, Amanda P. Souza, Claudinha, Cyntia,
Fernanda K., Fernanda Macedo, Fernanda Peroni, Jodo Paulo, Kelly Simdes, Ludmila
Raggi (Sofia), Maria Luiza, Marco Tiné, Marilia, Marina Martins, Michelle, Paulo
Henrique, Roberta Moretto, Rodrigo, Tatiana Botelho, Vanessa Costa e Vanessa Reboucas

pela convivéncia, comentario, dicas, por todo apoio que recebi.



Aos amigos das escolas Colégio Santa Inés e UME Therezinha de Jesus, por
compreenderem e me ajudarem no que foi possivel para que eu pudesse continuar minha
qualificacdo, agradeco em especial ao corpo diretivo na pessoa da coordenadora
pedagogica Marcia e da assistente de direcdo Cristiane, que me deu oportunidade de
continuar lecionando.

Agradeco a todos que de alguma forma me auxiliaram durante o mestrado, a

gratiddo que tenho por vocés serd eterna, que Deus lhes abengoe.



Sumario

Resumo viil
Abstract X
Introducao 1
1.1 Carboidratos como alimentos funcionais 2
1.2 Ocorréncia de Frutanos 5
1.3 Localizagdo dos Frutanos (6rgaos e tecidos) 5
1.4 Estrutura dos Frutanos 7
1.5 Metabolismo de frutanos 9
1.6 Estresses abioticos 12
1.6.1 Estresse Térmico 14
1.7 Frutanos e a tolerancia a estresses ambientais 18
1.8 O Bioma Cerrado 20
1.9 Vernonia herbacea (Vell.) Rusby 22
Objetivo 24
Material e Métodos 25
2.1 Material Vegetal 25
2.2 Tratamentos aplicados 26
2.3 Extracao de Carboidratos Soluveis (Frutanos) 27
2.4 Analise Quantitativa dos Frutanos 27
2.5 Analise Qualitativa dos Frutanos 28
2.6 Extracao Enzimatica 28
2.7 Determinacao das Atividades Enzimaticas 29
Resultados e Discussao 31
Consideragdes Finais e Conclusdes 64

Referéncias Bibliograficas 66



viil

Resumo

Os frutanos sdo fibras alimentares soluveis que, quando hidrolisados, liberam frutose, que
pode ser usada como adogante dietético. Os frutanos sdo polimeros de frutose sintetizados
pela acdo de duas frutosiltransferases: SST (sacarose: sacarose frutosiltransferase)
responsdvel pela sintese do trissacarideo 1-cestose e FFT (frutano: frutano
frutosiltransferase), responsavel pela transferéncia reversivel de unidades de frutose entre
uma molécula doadora e uma receptora. Sua mobilizacdo se da pela acdo de uma frutano-
exohidrolase (FEH). Além de carboidratos de reserva, esses polimeros podem ser
relacionados a protecao das plantas contra o frio e a seca. Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
¢ uma espécie perene de Asteraceae do cerrado, que apresenta crescimento sazonal. Possui
orgdos subterraneos, rizoéforos, que possibilitam a reproducdo vegetativa e atuam como
orgdos de reserva de frutanos do tipo inulina. Resultados anteriores mostraram que os
frutanos e as enzimas do seu metabolismo apresentam uma distribuicdo espacial ao longo
do eixo de crescimento do rizéforo caracterizada, em geral, por uma atividade mais
elevada de SST na regido do 4pice (distal) na fase vegetativa e por um aumento da
atividade da FEH durante a brotacdo, proximo a regido do rizéforo onde ocorre a inser¢ao
dos ramos aéreos (proximal). O presente trabalho objetivou estudar o efeito da excisdo e do
frio na distribui¢do dos frutanos e na atividade da FEH, SST, FFT e Invertase nas regides
proximal, mediana e distal dos rizéforos. Para tal, foram analisadas plantas induzidas a
brotacdo pela remocao de ramos aéreos, plantas intactas e excisadas mantidas a 5°C por 21
dias, plantas intactas e plantas induzidas a brotacdo e em seguida submetidas a 5°C por 7
dias, e finalmente, plantas na fase vegetativa, como controle. A atividade da FEH ocorreu
predominantemente na regido proximal em plantas induzidas a brota¢do e em plantas
submetidas ao frio. Entre essas, as excisadas apresentaram atividade mais elevada,

sugerindo que duas isoformas de FEH estejam envolvidas no processo de mobilizagdo de
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frutanos, uma induzida pelo frio e outra pela excisdo. Na regido distal foram encontradas as
atividades mais elevadas de SST e os teores mais altos de fruto-oligossacarideos, enquanto
as regides mediana e proximal apresentam os teores mais elevados de fruto-
polissacarideos. O tempo de permanéncia no frio também influenciou as atividades da FEH
e da SST, promovendo um maior aumento nas plantas mantidas por 21 dias consecutivos,
em relagdo as plantas que foram mantidas por 7 d nestas condi¢des, apds permanéncia de
21 dias em temperatura ambiente. E sugerido que, nas plantas induzidas a brotagdo, os
produtos da mobilizag¢do dos frutanos sejam utilizados para o restabelecimento da sua parte
aérea, enquanto nas plantas submetidas aos tratamentos de frio, esses e mais os produtos de
acdo das frutosiltransferases, sejam utilizados no ajuste osmoético e na protecdo das

estruturas celulares, como uma estratégia de adaptacao a essa condicdo ambiental.

Palavras-chave: inulina, Vernonia herbacea, brotagao induzida, tolerancia ao frio.



Abstract

Fructans are classified as non-digestible carbohydrates and thus considered dietary fibres
and after hydrolysis, fructose yielded can also be used as a natural sweetener. Fructans are
fructose polymers synthesized by action of two fructosyl transferases: SST
(sucrose:sucrose fructosyl transferase), catalyses the synthesis of the trisaccharide 1-
kestose and FFT (fructan:fructan fructosyl transferase), catalyses the reversible transfer of
fructose units from a donor to an acceptor molecule. Breakdown occurs by action of a FEH
(fructan exohydrolase), which catalyses the release of fructose moiety to water. Besides
being a storage carbohydrate, fructans have been claimed to be involved in the protection
of plants against cold and drought. Vernonia herbacea (Vell.) Rusby is a perennial
Asteraceae of the cerrado, presenting seasonal growth, which accumulates inulin-type
fructans in the rhizophores, the underground organs. Early results showed that the spacial
distribution of fructans and the related enzymes throughout the rhizophore is characterized
by a high biosynthetic activity in the distal region of the rhizophore in the vegetative stage
of the plants and by a high fructan mobilization in the proximal region, near the insertion
site of the aerial organs, mainly in sprouting plants. The present study aimed to evaluate
the effect of excision and of low temperature on the spatial distribution of fructans and the
enzymes FEH, SST, FFT and invertase in the rhizophore. The analyses were performed on
plants induced to sprouting by excision of aerial organs, on intact and excised plants kept
under 5°C for 21 days, on intact and induced plants kept at 5°C for 7 days, and in plants in
the vegetative stage (control). FEH activity occurred predominantly in the proximal region
in plants induced to sprouting and in plants under low temperature. Among these, the
excised plants presented higher FEH activity, suggesting that two isoforms are involved in
fructan mobilization, one induced by cold and the other induced by excision. The highest

SST activities and fructo-oligosaccharide contents were found in the distal region of the
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rhizophores while the highest fructo-polisaccharide contents were detected in the median
and proximal regions. The number of days under low temperature also influenced FEH and
SST activities. Higher activities of these enzymes were detected in plants kept in the cold
for 21 days as compared to those which were kept for 7 days after 21 days under natural
temperature. It is suggested that in plants induced to sprouting, fructan mobilization
products are used for the reestablishment of the aerial organs while in plants under low
temperature, these products, in addition to the products of fructosyltransferases, are used in
osmotic adjustment and in the protection of cell membranes, as an strategy to undergo this

unfavorable condition.

Key words: inulin, Vernonia herbacea, induced sprouting, cold tolerance.



Introduciao

Os frutanos sdo compostos descritos inicialmente na literatura pelas suas
propriedades nutricionais, uma vez que seu consumo pode contribuir para manuten¢do da
saude e no combate dos males associados a ingestdo de diversos alimentos. Embora seja
inegavel a forte ligagdo entre dieta e saude, divulgada ha muito tempo, particularmente por
populacdes orientais, esse conceito tem sido fortalecido e rapidamente propagado nos
ultimos anos, sob a égide dos chamados alimentos funcionais ou nutracéuticos.

Os frutanos sdo sintetizados a partir de moléculas de sacarose e estd presente em
aproximadamente  15% das angiospermas, inclusive em algumas de importancia
econdmica como chicdria, alcachofra, alho, aspargo, aveia, entre outras. As maiores fontes
comerciais de inulina sdo raizes de Dhalia sp. e de Cichorium intybus e tubérculos de
Helianthus tuberosus, todas da familia Asteraceae e de regides temperadas. Dentre essas
espécies, C. intybus ¢ a mais produtiva, podendo atingir até 12 tha” de inulina (Verificar
dados mais recentes de produtividade).

Estudos demonstraram que as plantas acumuladoras de frutanos apresentam
resisténcia ao estresse térmico (frio) e ao estresse hidrico (seca), e que isso se da em fungao
da evolucao dessas plantas que se adaptaram a sazonalidade do clima do planeta.

Na introducdo deste trabalho, o primeiro item da revisdo bibliografica destaca
alguns aspectos nutricionais dos frutanos. Em seguida ¢ apresentada a ocorréncia dos
frutanos na natureza, seguido de informagdes sobre a localizacdo desses carboidratos nos
diferentes tecidos e orgdos vegetais. A estrutura molecular dos frutanos ¢ apresentada no
quarto item e dados sobre as enzimas do seu metabolismo, no quinto item.

Como neste trabalho foram aplicados tratamentos que alteraram o ciclo de

desenvolvimento das plantas, o sexto item apresenta alguns conceitos sobre estresses
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ambientais, dando énfase ao estresse térmico por baixas temperaturas, € o sétimo relaciona
a presenca de frutanos com respostas de tolerancia a baixas temperaturas.

O oitavo item apresenta dados sobre o Cerrado, um bioma tropical que apresenta
diversas espécies de plantas acumuladoras de frutanos.

O nono item discorre sobre a planta utilizada neste experimento, Vernonia
herbacea, que ¢ uma espécie nativa do cerrado que, por acumular elevadas concentragdes
de frutanos em seus orgaos subterraneos de reserva, apresenta potencial para a produgdo de
inulina. Embora ndo seja ainda uma espécie cultivada, apresentou produtividade estimada
em 0,522 tha' em experimentos de cultivo em campo, figurando, portanto como
alternativa para o uso sustentdvel deste ambiente em vista do crescente interesse por novas

fontes de frutanos para uso na industria alimenticia e farmacéutica.

1.1 O consumo de alimentos com frutanos e os beneficios para saude

Os carboidratos sdo as principais fontes de energia para os seres vivos, além de
serem importantes também em outros processos celulares como a transducdo de sinais,
interacdes celulares, constituicdo do citoesqueleto, etc. (Lehninger et al. 2002)

A funcdo atribuida aos componentes nutricionais integra o conceito de alimento
funcional, que foi criado em 1980 no Japdo, sendo que o consumo destes alimentos
contribui para a melhoria da qualidade de vida das pessoas. (Hidaka et al. 2007)

A preocupacdo em consumir alimentos funcionais aumentou também em funcdo do
relato de doencgas associadas a ingestdo de determinados compostos, como por exemplo, a
ingestdo de lipidios e sua associagdo com problemas circulatdrios, ou a falta de fibras
alimentares associada ao aparecimento de tumores intestinais. Da mesma maneira, o
consumo humano de alguns produtos ricos em carboidratos como amido ou sacarose esta

associado a problemas como obesidade, caries infantis, etc. (Hidaka ez al. 2007)
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Em vista do aumento excessivo do consumo de produtos adocicados e sua relagao
com o aumento de disturbios glicémicos, outras formas de adocantes foram pesquisadas e,
nesta linha os frutanos do tipo inulina passaram a ser utilizados a partir de 1979. Por
hidrolise, os frutanos liberam frutose que ¢ um adocante 1,3 mais doce que a sacarose,
podendo ser utilizado na composicdo de alimentos tornando-os menos caldricos pela
menor adicdo de acucar e dietético porque ndo exige insulina para ser metabolizada
(Carvalho & Figueiredo-Ribeiro 2001). Na forma de fruto-oligossacarideos (FOS), os
frutanos promovem inimeros beneficios a saude humana (Yun 1996).

Os frutanos do tipo inulina sdo polimeros de frutose originados da sacarose (fruto-
polissacarideos), sintetizados pela acdo de duas frutosiltransferases, nos quais as unidades
de frutose estdo unidas por ligagdes B (2-1), sdo comumente encontrados em Asteraceae
(Edelman & Jefford 1968).

Os FOS, fruto-oligossacarideos da série da inulina, atuam na prevencdo de cdries
dentarias, reducdo dos niveis séricos de colesterol total e lipideos e como estimulantes do
crescimento de bifidobactérias no trato digestorio (Yamashita ef al. 1984, Hidaka et al.
1986, Modler et al. 1994).

Os FOS sao pouco digeridos pelo organismo humano, entretanto a maioria das
bifidobactérias ¢ capaz de fermenta-los (Hartemink et al. 1997). Bouhnik et al. (1999)
demonstraram que a ingestio de 12,5 g dia™ por 3 dias destes compostos (dose tolerada
clinicamente determinada), produziu efeitos significativos de queda de microorganismos
anaerobios totais nas fezes, diminui¢do de pH e das concentra¢des de bile acida, entre
outras alteragdes fisico-quimicas, que levaram ao aumento da colonizagdo por
bifidobactérias. Os acidos graxos de cadeias curtas, liberados durante a fermentagdo dos
FOS por essas bactérias, ao serem absorvidos pela mucosa intestinal, entram na circulagao
sanguinea, diminuem a glicemia, o contetido de triglicerideos e de colesterol (Roberfroid et

al. 1993) e aumentam o volume fecal (Spiegel & Roberfroid 1994). Além disso, os FOS
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também estimulam a absor¢do de célcio, magnésio e ferro no célon (Roberfroid et al.
1995, Coussement & Frank 1998). Na forma de inulina ndo hidrolisada, os frutanos vém
sendo empregados na industria alimenticia como aditivo, devido ao sabor suave e a alta
solubilidade sob aquecimento (Dysseler & Hoffem 1995). Na industria farmacéutica pode
ser utilizada para determinar o ritmo de filtracdo glomerular, em testes de fun¢do renal
(Aires 1991).

Os FOS sdo conhecidos como compostos prebidticos, pois promovem o
crescimento de probidticos, como Acidophilus, Bifidus e Faecium, promovendo,
estabilizando e aumentando a proliferacdo dessas bactérias benéficas no trato
gastrintestinal do hospedeiro. A incorporacdo deste composto na dieta ou uma
suplementagdo intensifica a viabilidade e adesdo dessas bactérias benéficas mudando a
composicao da microbiota, reduzindo inclusive a quantidade de bactérias patogénicas, tais
como Escherichia coli, Clostridium perfrigens entre outras (Spiegel ef al. 1994, Gibson &
Roberfroid 1995, Gibson et al. 1995).

Sakai et al. (2000) compararam o efeito da ingestdo de FOS, frutanos de cadeias
curtas com o efeito da inulina, frutanos de cadeia longa, em ratos, apds anemia decorrente
de gastrectomia. Feitas as determinacdes de concentragdo de hemoglobina e hematrdcitos,
a dieta com FOS favoreceu concentracdes significativamente maiores que as dietas
controle e dietas com inulina, sendo que os FOS foram mais eficientes na recuperagdo
deste tipo de anemia que a inulina.

A inulina e os FOS ocorrem como compostos de reserva em 15% das
angiospermas, incluindo espécies de familias economicamente importantes, como
Asteraceae e Poaceae (Hendry & Wallace 1993).

Apesar das pesquisas com inulina terem sido intensificadas apenas nas ultimas
décadas, este polimero de frutose foi isolado hd duzentos anos de plantas de Ilnula

helenium (Asteraceae). Em 1850 tubérculos de Helianthus tuberosus ricos em inulina
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foram misturados a farinha de trigo e utilizados no preparo de paes de baixo custo para
trabalhadores. A inulina, portanto, ja4 possui uma historia secular, mas as pesquisas sobre
sua funcionalidade tém aumentado nos ultimos anos em vista das descobertas sobre suas

aplicacdes na industria alimenticia e farmacéutica.

1.2 Ocorréncia de Frutanos

A inulina e outros frutanos sdo os carboidratos mais amplamente distribuidos entre
os vegetais superiores depois do amido e da sacarose (Hendry & Wallace 1993). Sao
comuns nas Liliopsida, principalmente nas ordens Liliales e Poales de clima temperado,
nas Magnoliopsida, nas quais estdo restritos a quatro das nove ordens Asterales,
Campanulales, Dipsacales e Polemoniales e em alguns membros de Ericales. Cichorium
intybus e H. tuberosus sdo as espécies mais usadas na producdo comercial de frutanos.
Ambas pertencem a familia Asteraceae, assim como Dahlia variabilis, 1. helenium,
Chrysanthemum parthenium, e as espécies nativas do cerrado Viguiera discolor e Vernonia
herbacea. Nas plantas os frutanos sdo encontrados em diferentes quantidades, graus de
polimerizacdo, e em 6rgdos e tecidos distintos. (Hendry & Wallace 1993, Baert & Van
Waes 1998).

Além de sua ocorréncia nas angiospermas, os frutanos também sdo encontrados em

bridfitas (Sullieman et al. 1979) fungos, bactérias e algas (Lewis 1984).

1.3 Localizacao dos Frutanos (6rgaos e tecidos)

Os frutanos sdo acumulados principalmente em oOrgdos subterraneos de reserva

como raizes tuberosas, rizéforos, rizomas, tubérculos e bulbos, mas também podem ser

encontrados em menores quantidades em caules, folhas, inflorescéncias, frutos e sementes,
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especialmente em Poaceae como aveia, trigo, cevada e em espécies forrageiras (Meier &
Reid 1982).

Utilizando células isoladas de tubérculos de H. tuberosus, Frehner et al. (1984)
demonstraram que os frutanos e as enzimas relacionadas ao seu metabolismo encontram-se
no vacuolo. Entretanto, apesar da sintese de frutanos ocorrer no vactolo (Figura 1), a
presenca de oligossacarideos e da enzima de despolimerizagdo frutano exohidrolase (FEH)
foi observada no fluido apoplastico de aveia (Livingston & Henson, 1998). Estudos
histologicos realizados com diversas espécies de Asteraceae do cerrado mostraram que 0s
frutanos encontram-se distribuidos no parénquima de reserva ou concentrados no
parénquima do xilema secundério (Isejima et al. 1991, Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro

1993).

Citoplasma

Cloroplasto

Triose-P Triose-P

Vactiolo Fru—Y,é—BP i
M

Fru-6-P
v
Glu-6-P

v
Glu-1-P

v

1. \ ’ 2 Suc-6-P

Sacarose

Apoplasto

Figura 1. Representacdo esquematica do metabolismo de carboidratos em uma célula vegetal. A
atividade fotossintética elevada é associada com taxas elevadas de exportacdo do carbono do
cloroplasto para o citoplasma, tendo por resultado um aumento dos compostos intermediarios para
a sintese de sacarose. A sacarose sintetizada ¢ distribuida para o vactolo (armazenamento) ou para
o apoplasto (exportagdo). No vacuolo, a sacarose pode ser convertida em frutanos por
fructosiltransferases (1) ou hidrolizada a Glucose (Glu) e Frutose (Fru) pela invertase (2). Retirado
de Vijn & Smeekens (1999).

O acumulo de frutanos ¢ influenciado pela sazonalidade, ciclo circadiano, ciclo

fenoldgico, condigdes ambientais, etc., além de caracteristicas intrinsecas da espécie.



1.4 Estrutura dos Frutanos

Os frutanos sdo polimeros de frutose sintetizados a partir da sacarose. Consistem de
séries homologas de oligo- e polissacarideos ndo redutores, em que cada membro da série
contem um residuo a mais de frutose que o membro anterior. O frutano mais simples ¢ um
monofrutosil sacarose e trés isomeros deste trissacarideo foram isolados e caracterizados
quimicamente, formando a base de séries homoélogas com diferentes tipos de ligagdo
(Carvalho et al. 2007 e referéncias ali contidas), conforme ilustra a Figura 2:

e Série da inulina, baseada no trissacarideo 1-cestose (1-F-frutosil sacarose),
comum nas Asterales e na qual predominam cadeias lineares com ligagdes do
tipo B-(2,1) entre as unidades de frutose;

e Série dos fleanos ou levanos, baseada no trissacarideo 6-cestose (6-F-frutosil
sacarose) comum em Poales na qual predominam cadeias lineares com ligagdes
do tipo B-(2,6) entre as unidades de frutose;

e Série baseada na neocestose com ligagdes do tipo B-(2,1) entre as unidades de
frutose, comum nas Liliales, como o aspargo, alho e cebola.

e Série baseada na neocestose, com ligagdes do tipo B-(2,6) entre as unidades de
frutose e presente em alguns membros de Poales, como Avena.

e Série do graminanos contendo ligacdes B-(2,1) e PB-(2,6) em uma mesma

molécula, comum em algumas Poaceae como Lolium perene.

Outra série composta somente por residuos de frutose com ligagdes do tipo B-(2,1),
sem a glucose terminal, ¢ a inulo-n-ose, uma série redutora. Era tida como resultante da
degradacdo de cadeias de frutanos por a¢do de endohidrolases ou (-glucosidase, porém em

um estudo com C. intybus, foi demonstrado que esta série ¢ sintetizada por uma 1-FFT que
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catalisa a transferéncia de residuos de frutose da inulina para a frutose livre (Van den Ende

et al. 2002).

(a)
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Figura 2. Exemplos de diferentes tipos de frutanos: (a) inulina; (b) neosérie da inulina; (¢) levano;

(d) graminano. Retirado de Ritsema & Smeekens (2003)



1.5 Metabolismo de frutanos

Os frutanos sdo sintetizados a partir da sacarose por acdo de duas ou mais
frutosiltransferases. O perfil de frutanos encontrado em grupos diferentes de plantas reflete
a diversidade estrutural destes carboidratos e resulta da acdo de multiplas enzimas.

Segundo o modelo cléassico proposto por Edelman & Jefford (1968) para tubérculos
de H. tuberosus, duas enzimas atuam na sintese de frutanos da série da inulina, o mais
simples frutano presente em plantas. A primeira enzima, l-sacarose:sacarose
frutosiltransferase (1-SST — EC 2.4.1.99), catalisa a transferéncia de uma unidade frutosil
de uma molécula de sacarose para outra, produzindo o trissacarideo 1-cestose, por uma

reagao irreversivel.

SST

G-12-F+G12-F>G12-F12-F+G

sacarose sacarose 1-cestose glucose

A segunda enzima, 1 frutano:frutano frutosiltransferase (1-FFT — EC 2.4.1.100),
catalisa a transferéncia reversivel da unidade frutosil de uma molécula de frutano com GP
> 3 para outra molécula de frutano, ou para a sacarose, resultando em moléculas de
frutanos com comprimentos de cadeias variaveis. Diferencas na afinidade da 1-FFT pelo
substrato doador e receptor resultam em um padrao diferente de polimeros de inulina

(Hellwege ef al. 1998, 2000, Vergauwen et al, 2003).

FFT

G-F-(F)n + G-F-(F)m < G-F-(F)n-1 — G-F-(F)m+1

n = n° de unidades de frutose extra-sacarose da molécula doadora
m =n° de unidades da molécula receptora
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Este modelo foi confirmado por outros pesquisadores que verificaram para H.
tuberosus (Koops & Jonker 1996, Liischer et al. 1996) e C. intybus (Van den Ende & Van
Laere 1996) que a incubagdo das enzimas purificadas 1-SST e I-FFT com sacarose
resultou na formagdo de cadeias de inulina com um comprimento de até 20 unidades de
frutose.

A validade deste modelo in vivo foi também confirmada pela expressao heteréloga
simultanea de 1-SST e 1-FFT em batata (Hellwege et al. 2000) e em beterraba (Sévenier et
al. 1998 in Vijn & Smeekens, 1999) transformadas para sintetizar frutanos. Entretanto,
baseado na concentracdo de frutanos produzidos por estas plantas transformadas, este
modelo ¢ ainda motivo de criticas (Cairns 2003).

Ha especulacdes de que o balanco entre a sintese e a degradagdo de inulina seja
mediado pela SST, que ¢ detectavel em tubérculos durante a sintese, mas nao durante a
mobilizagdo. Devido a acdo reversivel da 1-FFT, o alongamento da cadeia depende da
entrada de carbono via SST, enquanto a despolimerizacdo ¢ favorecida quando sua
atividade ¢ ausente (Cairns et al. 2000).

O aumento nas atividades das enzimas de sintese foi demonstrado em plantas sob
diferentes condi¢des ambientais como: anoxia (Albrecht ef al. 1993), baixas temperaturas
(Jeong & Housley 1990, Prud’d homme et al. 1993, Dionne et al. 2001, Chatterton &
Harrison 2003) alta concentragdo de CO, (Smart et al. 1994, Livingston et al. 2000,
Oliveira 2007), ilumina¢do continua das folhas (Simmen et al. 1993, Penson & Cairns
1994), alta irradiancia (Cairns et al. 2000), exposicao & seca (De Roover et al. 2000),
fotoperiodo curtos (Legnani & Miller 2001).

Ainda, segundo Edelman & Jefford (1968) a degradacdo de frutanos a frutose e
finalmente sacarose ocorre pela remogao seqiiencial das unidades terminais de frutose pela

acdo da frutano exohidrolase (FEH EC 3.2.1.153). Dois tipos principais de FEHs podem
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ser distinguidos, dependendo do tipo de ligagdo que esta hidrolisa: a 1- frutano
exohidrolase (1-FEH) que atua sobre ligagdes -(2,1) e a 6-frutano exohidrolase (6-FEH

EC 3.2.1.154) que atua sobre ligagcdes -(2,6).

FEH

G-F-(F)n + H20 — G-F-(F)n-1 +F

Entretanto, uma FEH que hidrolisa ambas as ligagcdes B-(2,1) e B-(2,6) foi
purificada de Hordeum vulgare (Henson & Livingston 1998) enquanto FEHs que
hidrolisam preferencialmente liga¢cdes B-(2,6) foram purificadas de Avena sativa (Henson
& Livingston 1996) e de Triticum aestivum (Kawakami et al. 2005). Adicionalmente, a
presenca de isoformas de FEH atuando na mobilizacdo de frutanos foi reportada 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 Gaud (Bonnett
& Simpson, 1993), T. aestivum (Van den Ende ef al. 2003, Van den Ende ef al. 2005, Van
Riet et al. 2006) e V. herbacea (Asega et al. 2004).

Além do seu papel na degradacdo de frutanos durante a mobilizagdo, as FEHs
podem também estar envolvidas na biossintese de 6-cestose a partir da hidrolise da
bifurcose (Bancal ef al. 1992) ou podem ser ativadas durante a biossintese de graminanos
de cevada (Henson 1989, Bancal et al. 1991) e de trigo (Van den Ende 2003) atuando no
controle do comprimento das ramificagoes.

O tamanho do polimero de frutose armazenado em oOrgaos de reserva varia entre as
espécies. Em Asteraceae essas variagdes podem ser resultado de caracteristicas enzimaticas
diferentes de 1-FFTs e/ou de diferengas na atividade da FEH que definem o comprimento
da inulina caracteristico de uma dada espécie (Itaya et al. 2002, Van den Ende ef al. 2003).

Uma vez que a composi¢cdo de frutanos pode variar dependendo do estadio de
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desenvolvimento das plantas, bem como de fatores ambientais, a expressdao temporal das
enzimas ou isoenzimas poderia também ser responsavel pelo comprimento do polimero
(Hellwege et al. 1998).

A expressdo dos genes que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo de
frutanos parece ser regulada principalmente em nivel de transcri¢do. Os efetores endogenos
e exogenos para inducdo destes genes poderiam ser aglcares, hormdnios ou mesmo

diferentes tipos de estresses (Van den Ende et al. 2002).

1.6 Estresses abioticos

As plantas estdo freqiientemente expostas a estresses ambientais que desempenham
um papel chave na distribuicdo das plantas na Terra (Taiz & Zeiger 2004).

O estresse ¢ um desvio significativo das condi¢des 6timas para a vida das plantas,
induz mudangas e respostas em todos os niveis funcionais e organizacionais, que sao
reversiveis a principio, mas que podem tornar-se permanentes (Larcher 2004). A duragdo
da severidade do estresse influencia diretamente a resposta das plantas, causando
alteragdes na expressao génica e no metabolismo celular, sendo importante a identificagao
dos mecanismos que mantém os vegetais crescendo e se desenvolvendo durante um
estresse (Buchanan 2000).

Levitt (1980) comparou o estresse a 3* Lei de Newton (Ac¢do e Reagdo), pois
quando um corpo ¢ submetido a uma for¢a A este reagird contra ela. Sendo assim, quando
uma planta estiver sob um fator estressante (stress), o organismo reagira ao estresse
(strain). Para este autor, o strain pode ser reversivel até certo ponto (elastic strain), apos o
qual esse estresse sera irreversivel (plastic strain) (Figura 3). O strain eléstico ¢
proporcional ao estresse e representa a capacidade do ser vivo de suportar uma situagdo de

estresse.
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Figura. 3. (A) Um organismo (1) é submetido a uma forca (2) (stress), mas apresenta uma
capacidade de suporté-lo (elastic strain), retornando ao seu estado inicial quando essa forga cessa..
B) se este organismo for submetido a uma for¢ca maior que a capacidade eldstica (2) de seu
metabolismo, este sofrerd alteragdes irreversiveis (plastic strain), que em muitos casos serao
incorporadas a capacidade elastica do metabolismo (3). Retirado de Levitt (1980).

O estresse ¢ um fator externo desvantajoso para as plantas que pode ser causado por
fatores bioticos, como ervas daninhas, patdogenos e predadores e abidticos, como déficit
hidrico, temperaturas altas e baixas, salinidade, polui¢cdo e excesso ou falta de nutrientes do
solo.

Alguns fatores como, por exemplo, a temperatura baixa do ar pode causar efeitos
imediatos, como a murcha das folhas. Outros, como a salinidade do solo, podem causar
efeitos a longo prazo, como o acumulo de solutos osmorreguladores. A habilidade das
plantas de enfrentar um ambiente desfavoravel ¢ denominada tolerancia ao estresse (Taiz

& Zeiger 2004). Se a tolerdncia aumentar como conseqiiéncia da exposi¢do anterior ao
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estresse, diz-se que a planta estd aclimatada. Esta tolerancia ¢ semelhante ao conceito de
strain pléstico de Levitt. A exposi¢do ao estresse por um periodo de tempo menor, ou uma
intensidade menor induz a planta a ativar seu metabolismo anti-estresse, e essa ativacao a
protege caso o estresse continue a exercer sua for¢a, fazendo valer sua capacidade elastica
(Taiz & Zeiger 2004).

A resposta ao estresse ocorre de forma a aclimatar ou a adaptar uma planta a forca
que o estresse lhe impde. Se ndo houver a reacdo proporcional, pode ocorrer a morte da
planta. Por isso, muitos fatores sdo determinantes para que as plantas possam responder ao
estresse ambiental como tempo de exposi¢do, intensidade do estresse, freqiiéncia de
exposi¢cdes ao estresse e exposicdo a fatores estressantes simultaneos (Levitt 1980,

Buchanam 2000, Taiz & Zeiger 2004).

1.6.1 Estresse Térmico

Calor e frio sdo estados termodinamicos, caracterizados pela alta ou baixa energia
cinética das moléculas. O calor acelera o movimento das moléculas, enfraquecendo as
ligacdes entre as macromoléculas e torna as camadas lipidicas das biomembranas mais
fluidas. Contrastando com o calor, o frio torna as biomembranas mais rigidas, sendo
necessario mais energia para ativar os processos bioquimicos. Os danos causados pelo
estresse térmico podem ser diferentes dependendo da intensidade, duracdo, fase de

crescimento, caracteristicas intrinsecas da espécie, etc. (Figura 4) (Larcher 2004).
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Figura. 4. Alteracdes em varias fungdes celulares sensiveis as baixas temperaturas em folhas de
pepino expostas a 2 °C. Retirado de Larcher (2004)

Com a diminuicdo da temperatura, poderd ocorrer diminui¢do da velocidade das
reagdes quimicas e, portanto do metabolismo, redu¢do do uso da 4gua, decréscimo da
biossintese de compostos e parada do crescimento. Quanto mais freqiiente, mais longos ou
mais intensos forem os periodos de baixas temperaturas, mais severas serao as
conseqiiéncias para as plantas (Larcher 2004).

As baixas temperaturas podem causar alteracdes e degeneracdes nas fungdes
celulares, como a perda da fluidez do protoplasma pelo decréscimo da respiracdo celular,
alteracdes na fotossintese e destruicdo de tecidos. As plantas sensiveis ao resfriamento
sofrem injUrias letais sob temperaturas bem proximas ao ponto de congelamento da agua,
incluindo danos nas biomembranas e interrup¢do do suprimento de energia celular

(Larcher 2004).
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Figura 5. Seqiiéncia de eventos que ocorrem como conseqiiéncia de alteragdes nas biomembranas
Retirado de Larcher (2004).

A composic¢ao lipidica da membrana de plantas resistentes ao frio apresenta uma
propor¢ao maior de 4cidos graxos nado-saturados do que a de plantas sensiveis ao
resfriamento. Essa modificagdo diminui a temperatura sob a qual ocorre a alteracdo dos
lipideos da fase fluida para a semi-cristalina, permitindo as membranas permanecerem
fluidas sob temperaturas mais baixas. Plantas que sdo aclimatadas para as baixas

temperaturas apresentam aumento da atividade das enzimas dessaturases, tornando a
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propor¢do de lipideos ndo-saturados maior e elevando a prote¢do que estes lipideos
conferem contra o resfriamento (Taiz & Zeiger 2004).

Com a diminuicao da fluidez das membranas, seus componentes protéicos podem
ndo funcionar adequadamente, ocorrendo a inibigio da H'- ATPase, do transporte de
solutos para dentro e para fora das células, da transducdo de energia e do metabolismo
dependente de enzimas (Taiz & Zeiger 2004).

As plantas podem ser classificadas em espécies totalmente sensiveis, em que
qualquer parte da planta ¢ suscetivel ao dano causado pelo frio e espécies parcialmente
sensiveis, nas quais alguns 6rgdos sdo mais sensiveis do que outros (Figura. 6). Variagdes
na sensibilidade podem ocorrer em diferentes estagios do crescimento e desenvolvimento

da planta (Larcher 2004).

L 1005

Figura 6. Sensibilidade ao frio de orgios e tecidos de Coffea arabica. Porcentagem de injurias
quando expostas a temperatura de 1 °C: os orgdos e tecidos mais suscetiveis sdo raizes, cambio,
folhas senescentes, folhas com clorose ¢ gemas abrindo e embrides em sementes. Retirado de
Larcher (2004).

Espécies tropicais e subtropicais sao mais suscetiveis a injurias por resfriamento do

que espécies de clima temperado. Quando submetidas a temperaturas entre 15 ¢ 10 °C os
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danos incluem crescimento mais lento, clorose, murcha no caso de resfriamento das raizes
(Taiz & Zeiger 2004).

A protegdo celular ao resfriamento pode ser feita por carboidratos e algumas
proteinas, crioprotetores que estabilizam proteinas e lipideos das membranas durante a
desidratagdo induzida por temperaturas baixas. Por exemplo, plantas de trigo acumulam
sacarose em resposta a temperaturas baixas; uma glicoproteina crioprotetora foi isolada das
folhas de Brassica oleraceae (repolho) aclimatada ao frio; cereais de inverno durante a
aclimatacdo acumulam acgucares soliveis nas paredes celulares, inibindo a formagdo de
cristais de gelo. Desta forma, agucares como a sacarose, a rafinose, os frutanos, o sorbitol

ou manitol, entre outros, contribuem para a prote¢ao celular contra as baixas temperaturas

(Taiz & Zeiger 2004).

1.7 Frutanos e a tolerancia a estresses ambientais

O papel dos frutanos na tolerancia ao frio e a seca vem sendo amplamente estudado
(Pontis& Del Campillo 1985, Puebla et al. 1997, Konstantinova et al. 2002, Dias-
Tagliacozzo et al. 2004), e a sua atuagdo na regulagdo osmdtica sugerida (Spollen &
Nelson 1994). Segundo Hendry e Wallace (1993), as teorias de sobrevivéncia a baixas
temperaturas e regulacdo osmoética se unem em um unico aspecto, o crescimento sazonal
das plantas. Como j& mencionado, as espécies que contém frutanos sdo mais abundantes
em regides onde o crescimento ocorre primordialmente em determinadas fases do ciclo
anual da planta, por exemplo, em regides que apresentam regime sazonal de chuvas.
Plantas acumuladoras de frutanos crescem em regides aridas e muito quentes do México,
como por exemplo, Agave spp. (Agavaceae) (Mancilla-Margalli & Lopez 2006) e em

regides muito frias da Antértica, como por exemplo, Deschampsia antarctica Desv.
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(Poaceae) e Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl (Cariophyllaceae), as duas unicas
angiospermas que colonizaram as ilhas Antarticas (Bravo ef al. 2001).

Em varias espécies, o acaimulo de frutanos durante o periodo de menor crescimento
coincide com o aumento da tolerancia ao frio (Eagles 1967, Babenko & Gevorkyan 1967,
in Livingston et al. 2007, Pontis 1989). Este acimulo ocorre em muitas plantas como
resposta ao frio e ¢ comum em plantas de regides que passam parte do seu ciclo anual de
desenvolvimento sob baixas temperaturas. Ja nos tropicos, o acimulo de frutanos ocorre
comumente em plantas com crescimento sazonal, como por exemplo em plantas do cerrado
(Carvalho et al. 2007).

O aciumulo de frutanos leva a uma alteracdo na concentracdo de solutos e suas
propriedades coligativas internas da célula. Johanssen (1970) observou uma diminui¢do no
ponto de congelamento com o aumento da concentracao de solutos em plantas de aveia. Do
ponto de vista fisiologico, conforme mencionado acima, os frutanos estariam associados a
protecdo das plantas contra o frio e a seca, por atuarem na regulacdo osmotica da célula
(Van den Ende ef al. 2002 e referéncias ali contidas).

Embora o mecanismo molecular envolvido nesses processos ainda ndo esteja
completamente esclarecido, os frutanos parecem atuar também na estabilizagdo das
membranas durante o dessecamento ou congelamento (Hincha et al. 2000, 2002, 2007).

O envolvimento dos frutanos na tolerancia a seca também foi sugerido a partir de
experimentos com plantas de tabaco transgénicas para a sintese de frutanos que
demonstraram maior tolerdncia a seca quando comparadas com as plantas selvagens
(Pilon-Smits ef al. 1995, Konstantinova et al. 2002).

As membranas sdo as primeiras estruturas afetadas pelo efeito do congelamento e
da dessecacdo, causando injuria nas células e os frutanos parecem atuar na sua
estabilizacdo sob essas condigdes estressantes (Demel et al. 1998). Experimentos

mostraram para C. intybus que durante a seca causada pelo frio, a aplicacdo de inulina
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associada a fosfatidilcolina dos lisossomos, reduziu o grau de ligacdo entre os lipideos,
diminuindo a porcentagem de injurias e vazamentos na membrana apds a reidratagdo
(Hincha et al. 2000). Estudos posteriores mostraram que no caso da chicoria, a
crioprotecdo ocorreu pela atuacdo dos fruto-oligossacarideos (GP=<10), por se tratarem de
moléculas mais soliveis do que os fruto-polissacarideos também presentes na planta
(Hincha et al. 2002, Vereyken et al. 2003).

Para o Bacillus subtilis (bactéria), a crioprotecao € o resultado da a¢do dos frutanos
com massa molecular de aproximadamente 25000 (Vereyken et al. 2003). Os levanos
destas bactérias sdo mais soliiveis em agua do que a inulina de chicoria, e atua da mesma
forma na protecdo das membranas, pela diminuicao da temperatura de passagem do estado
de liquido cristalino para gel dos lipideos, mantendo a mobilidade dos acidos graxos
(Vereyken et al. 2003). Assim, os frutanos promovem a manuten¢ao da flexibilizagdo das

membranas mantendo sua funcdo mesmo sob estresse (Hincha et al. 2006).

1.8 O Bioma Cerrado

O cerrado ocupa cerca de 21% do territorio brasileiro e caracteriza-se pela
sazonalidade bem definida e regime de dgua que inclui verdo umido e inverno seco, em
geral com duracdo de cinco meses, € por sua vegetagdo floristica e fisionomicamente
diversa. Essa diversidade abrange desde matas abertas até¢ arvoredos. Entre estes dois
extremos est4 a forma intermediaria de fisionomia de savana. E o segundo maior bioma no
territorio brasileiro estando atrds apenas da floresta amazonica (Eiten 1972, Coutinho
2002).

O clima predominante no cerrado ¢ o Tropical sazonal, de inverno seco. A
temperatura média anual fica em torno de 22-23°C, as méaximas absolutas mensais variam

ao longo dos meses do ano, podendo chegar acima de 40°C. J4 as minimas absolutas
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mensais variam bastante, atingindo valores proximos ou até abaixo de zero nos meses de
maio, junho e julho. A ocorréncia de geadas no cerrado nao ¢ fato incomum, ao menos em
sua porcao austral (Eiten1972, Coutinho 2002).

A vegetacdo do cerrado pode ser definida como xeromorfa preferencialmente de
clima estacional, com aproximadamente seis meses secos; ndo obstante poder ser
encontrada também em ambiente ombrofilo. Reveste solos lixiviados aluminizados,
apresentando sintsias de hemicriptéfitos, geodfitos e fanerofitos oligotroficos de pequeno
porte com ocorréncia em toda a zona Neotropical (Eiten1972, Mantovani & Martins 1988,
Coutinho 2002).

A vegetacdo do estrato herbaceo-subarbustivo ¢ formada também por espécies
predominantemente perenes e cerca de 50% desta vegetacdo possui O0rgaos subterraneos
espessados como bulbos, rizéforos, xilopddios, etc., que lhes garantem sobreviver a seca e
ao fogo. (Mantovani & Martins 1988, Coutinho 2002). A brotacdo das gemas subterraneas
ocorre na primavera, seguindo-se um rapido desenvolvimento floral desde o verdo até o
inicio do outono. O crescimento da parte aérea ¢ interrompido, pois ao final do inverno,
ocorre a quebra da dorméncia e a brotacdo das novas gemas.

No periodo de estiagem, o solo se desseca realmente, mas apenas em sua camada
superficial (1,5 a 2 m de profundidade), provocando uma deficiéncia hidrica no estrato
herbaceo-subarbustivo, cuja parte aérea se desseca e morre embora suas partes
subterraneas se mantenham vivas (Goedert 1985, Coutinho 2002).

A termoperiodicidade didria e estacional parece ser um fator de certa importancia
para a vegetacdo do cerrado, particularmente para o estrato herbaceo-subarbustivo. Geadas,
todavia, prejudicam bastante as plantas matando suas folhas, que logo secam e caem,

aumentando em muito a serrapilheira e o risco de incéndios (Eiten 1972, Coutinho 2002).
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1.9 Vernonia herbacea (Vell.) Rusby

A presenca de frutanos em Asteraceae foi documentada para a flora de regides
temperadas, que apresenta padrao sazonal de crescimento (Pollard & Amuti 1981) e para
uma darea subtropical do cerrado brasileiro, onde as plantas estdo sujeitas a periodos de
intensa seca no inverno (Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro, 1993, Carvalho et al. 2007).
Dentre as Asteraceae herbaceas desta drea de cerrado da Reserva Biologica e Estagdo
Experimental de Mogi-Guacgu (22° 35° S e 47° 44> W), encontra-se V. herbacea, com
orgdos subterraneos espessados, de origem caulinar, denominados rizéforos. Os rizéforos
atuam como Orgdos de reserva para a planta, armazenando até 80% da sua massa de
matéria seca em frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993), além de serem
responsaveis pela reproducdo vegetativa da planta, pois apresentam gemas axilares que dao
origem a ramos aéreos (Hayashi & Appezatto-da-Gloria 2005). Em geral, as gemas
localizadas na regido do rizéforo mais proxima a zona de inser¢do do caule (regido
proximal) ddo origem aos ramos aéreos, enquanto aquelas localizadas proximas ao apice
do rizoforo (regido distal) dao origem a novas ramificagdes do rizéforo (Portes & Carvalho
2006).

V. herbacea apresenta um padrdo bem definido de desenvolvimento sazonal
caracteristica de espécies do Cerrado, com um periodo de dorméncia no inverno, quando
os ramos aéreos senescem, e a planta fica restrita aos 6rgdos subterrdneos (Carvalho &
Dietrich 1993). No inicio da primavera ocorre a brotacdo de novos ramos aéreos a partir de
gemas subterraneas presentes nos rizoforos, seguida pela floragdo e por um periodo de
crescimento da parte aérea que se estende até o inicio do outono.

Variacdes no contetdo e na composi¢ao dos frutanos ocorrem durante o ciclo anual
de desenvolvimento das plantas (Carvalho & Dietrich 1993). A biossintese de frutanos

ocorre principalmente no verao, quando os ramos aéreos encontram-se bem desenvolvidos



23

(fase vegetativa), enquanto sua mobilizagdo ocorre na primavera, durante a brotagdo de
novos ramos aéreos. A mobilizagdo também pode ocorrer em outras épocas do ano,
induzida pela remocao dos ramos aéreos e rebrota subseqiiente de novos ramos (Asega &
Carvalho 2004). Essas autoras verificaram também que a indugdo da brotagdo promove a
atividade da FEH e inibe a da SST. Assim, os rizoforos atuam como 6rgdos dreno na fase
vegetativa e como 6rgaos-fonte durante a brotagao.

Variagdes no conteudo de frutanos e nas atividades das enzimas do seu
metabolismo foram observadas também ao longo do eixo de crescimento dos rizéforos,
entre as regides proximal, mediana e distal (Portes & Carvalho 2006). Neste estudo foi
verificado que de maneira geral, as enzimas SST e FFT apresentaram atividades mais
elevadas em plantas na fase vegetativa, enquanto a FEH apresentou atividade mais elevada
em plantas na fase de brotag¢do natural ou induzida. A atividade da FEH foi intensificada
em plantas armazenadas no frio (5 °C) ap6s inducdo a brotagdo pela remog¢do dos ramos
aéreos (Asega 2007). Com relagdo a distribuicdo espacial das atividades enzimaticas,
Portes & Carvalho (2006) verificaram que a SST e a FFT apresentaram atividade mais
elevada na regido distal, que diminuiu no sentido proximal dos rizéforos. A FEH, por sua
vez apresentou atividade mais elevada na regido proximal, diminuindo no sentido distal. A
proporcao de fruto-oligossacarideos, em relacdo aos polissacarideos, foi maior em plantas
submetidas ao frio, enquanto na fase vegetativa e naquelas induzidas a brotagdo, a
proporcdo de fruto-polissacarideos foi superior, sugerindo o envolvimento dos

oligossacarideos no ajuste osmotico de plantas ao frio (Portes ef al. 2008).
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Objetivo

Tendo em vista que as variagdes no teor e na composicao de frutanos bem como
nas atividades das enzimas do seu metabolismo ocorrem ndo apenas ao longo do ciclo
fenologico das plantas, mas também ao longo do eixo de crescimento dos rizéforos e em
plantas sob diferentes condigdes fisioldgicas e a hipdtese de que os frutanos atuam na
tolerancia das plantas ao frio, este trabalho teve como objetivo estudar a distribuicao
espacial dos frutanos e das enzimas do seu metabolismo em rizoforos de plantas de
Vernonia herbacea (Vell.) Rusby induzidas a brotagdo e submetidas a temperatura baixa.

Para atingir o objetivo, foram analisadas as atividades das enzimas SST, FFT, FEH
e Invertase e a composicao de frutanos nas regides proximal, mediana e distal de rizoéforos
de plantas, em fase vegetativa, em plantas induzidas a brotagdo pela remocao de ramos

aéreos e em plantas intactas e excisadas mantidas a 5°C.
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MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Foram utilizados rizéforos de plantas adultas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
com um ano de idade, em fase vegetativa de desenvolvimento, cultivadas em vasos
individuais (3 L) contendo terra de canteiro como substrato e mantidos proximos aos
canteiros da Secdo de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica de Sao
Paulo.

Apo6s cada coleta os rizoforos foram lavados em éagua corrente e fragmentados
(Figura 7). Amostras das regides distal, mediana e proximal destes 6rgaos foram retiradas,
pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C até a realizagdo das
analises. As amostras foram submetidas a extragdo enzimadtica e de frutanos, em triplicata,

sendo cada planta correspondente a uma repetigao.

Regido
mediana

Regido
proximal Regido
distal

Figura 7. Aspecto geral de uma planta de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby em fase vegetativa e o
padréo de fragmentagdo dos rizéforos.
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2.2 Tratamentos aplicados

Parte das plantas em fase vegetativa e, portanto, com a parte aérea intacta foi

coletada no inicio do experimento, constituindo as plantas do lote Vegetativo — Tempo 0

(Veg — T 0) e outra parte, mantida sob condi¢des naturais de luz e temperatura em casa de

vegetacdo, foi coletada apds 21 dias, constituindo as plantas do lote Vegetativo — 21 d

(Veg — 21 d). O restante das plantas foi submetido as seguintes condi¢cdes experimentais

por 21 dias e/ou 21+7dias:

Indugdo a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos e manutencdo das plantas
sob condi¢des naturais de luz e temperatura em casa de vegetagdo (Brotacao
Induzida);

Manutengdo de plantas intactas em temperatura ambiente, em camaras de
crescimento no escuro (Intactas/TAmb);

Excisdo dos ramos aéreos e manutencdo das plantas em temperatura ambiente,
em camaras de crescimento no escuro (Exc/TAmb);

Manutencdo de plantas intactas a 5°C, em camara fria no escuro (Intactas/5
°C);

Excisdao dos ramos aéreos e manutencao das plantas a 5 °C, em camara fria no
escuro (Exc/5°C);

Manutencdo de plantas intactas em temperatura ambiente em casa de vegetacao
(vegetativo — 21 d), seguido de 7 dias a 5 °C (Intactas/7d 5 °C) em camara fria
No escuro;

Indugdo a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos em casa de vegetacdo
(Brotagcdo Induzida), seguido de 7 dias a 5 °C em camara fria no escuro

(Induzida/7d 5 °C).
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2.3 Extracio de Carboidratos Soluveis (Frutanos)

Amostras de rizéforos previamente congeladas em nitrogénio liquido foram
liofilizadas, pulverizadas em almofariz e submetidas a fervura por 5 min em etanol 80%
para inativagdo das enzimas. Em seguida, os homogeneizados foram mantidos em banho-
maria a 80 °C por 15 min e centrifugados por 15 min a 1000 g, em temperatura ambiente.
Os precipitados foram re-extraidos mais duas vezes em etanol 80%, a 80 °C. Os residuos
finais foram submetidos duas vezes a extragdo em agua por 30 min a 60 °C e filtrados a
vacuo em tecido de algoddo. Os sobrenadantes da extragdo etandlica e os filtrados foram
reunidos e concentrados em evaporador rotatorio a 40 °C. O extrato final de frutanos totais
foi submetido a precipitagdo a frio com trés volumes de etanol comercial, para separacao
das fragdes de fruto -oligo e -polissacarideos. A seguir, foram centrifugados a 700 g por 20
min a 5 °C. Os precipitados foram ressuspendidos em agua e constituiram as fracdes de
fruto-polissacarideos, e os sobrenadantes foram concentrados em evaporador rotatério a 40
°C até eliminacdo do etanol e constituiram as fra¢des de fruto-oligossacarideos (Carvalho

et al. 1998).

2.4 Analise Quantitativa dos Frutanos

O contetdo de frutose livre e ligada foi determinado nas fra¢des de fruto-oligo e -
polissacarideos, pelo método de antrona modificado por Jermyn (1956) para cetoses,

utilizando-se frutose (200 pg mL™") (Sigma®) como padrio.
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2.5 Analise Qualitativa dos Frutanos

Amostras de fruto-oligossacarideos foram deionizadas utilizando-se resinas de troca
ionica em tubos do tipo eppendorf. Na primeira etapa foi utilizada resina na forma
cationica (Dowex 50 x 40 x 200), sendo a mistura da resina e amostra, homogeneizada e
centrifugada por 3 min a 12.000 g. O sobrenadante foi misturado, em seguida, com resina
anidnica (Dowex 1 x 8 x 200), centrifugado a 12.000 g e o sobrenadante utilizado para
analise.

As amostras deionizadas foram filtradas em membranas de 0,45 pm e analisadas
por cromatografia de troca anidnica de alta resolucdo com detec¢do por pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex modelo ICS-3000 e coluna Carbo Pac
PA1 (2 x 250 mm) na concentragdo de 400 pg mL™. A eluigdo dos fruto-oligossacarideos
foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150 mM de NaOH) e eluente
B (500 mM de acetato de s6dio em 150 mM de hidréxido de so6dio) com a seguinte
programacao: 0 — 2 min. 25 mM; 2,1 — 8 min., 50 mM; 8,1 — 28 min., 350 mM; 28,1 — 30
min., 500 mM; 30,1 — 35 min., 25 mM. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 — 0,4 s,
0,41 - 0,6 s, 0,61 — 1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente. O fluxo foi de 0,25 mL

-
min. "

2.6 Extracao Enzimatica

Os rizoforos foram homogeneizados em tampao citrato fosfato (Mc Ilvaine — citrato
fosfato) 50 mM, pH 5,5, contendo 2 mM de EDTA, 5 mM de 4cido ascorbico, 2 mM de B-
mercaptoetanol e 10% de polivinilpolipirrolidona (PVPP) na propor¢do de 1:3 (w/v). O

homogeneizado foi filtrado em nylon duplo e ao filtrado foi adicionado sulfato de amonia a
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20% de saturacdo, sendo esta mistura mantida em repouso por uma noite em camara fria
(5£2 °C). Ap6s centrifugacao a 12.000 g por 20 minutos, o precipitado foi descartado e, ao
sobrenadante, foi adicionado sulfato de amonia a 80% de saturagdo. A mistura foi mantida
em repouso por 1 hora seguindo-se uma centrifugacdo a 17.400 g por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado, constituido principalmente por proteinas, foi
ressuspendido em tampdo de extragdo na proporgdo de 10 gramas de massa fresca mL™ e
submetido a dessalinizacdo em colunas de Bio Gel P-6 DG, obtendo-se os extratos
enzimaticos brutos. Toda a manipulacdo do material, durante a extracdo enzimatica, foi
realizada a 5 °C.

O conteudo de proteina nos extratos enzimaticos foi determinado pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se o reagente da Bio Rad e albumina de soro bovino como

padrao.

2.7 Determinaciao das Atividades Enzimaticas

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

Para a determinacgdo das atividades da SST e da FFT, amostras das misturas de
incubac¢do foram diluidas 100X em agua deionizada e analisadas por cromatografia de
troca anidnica de alta resolugdo e detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em

sistema Dionex modelo ICS - 3000, usando coluna CarboPac PA-1 (2 X 250 mm). A
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elui¢do dos carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150
mM de hidroxido de sédio) e eluente B (500 mM de acetato de soédio em 150 mM de
hidroxido de sédio) na seguinte programagdo: 0 — 2 min, 25 mM; 2,1 — 8 min, 50 mM; 8,1
— 10 min, 350 mM; 10,1 — 12 min, 500 mM; 12,1 — 17 min, 25 mM. Os potenciais
aplicados ao PAD para 0 — 0,4 s, 0,41 — 0,6 s, 0,61 — 1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15,
respectivamente, e o fluxo aplicado foi de 0,25 mL min™. As atividades da SST e da FFT
foram determinadas pelas areas dos picos da l-cestose e da nistose, respectivamente,
utilizando-se padrdes externos. A atividade da FEH foi determinada pela quantidade de
frutose liberada na mistura de incubacdo, por quantificacdo do agucar redutor (Somogyi
1945), utilizando frutose (Sigma®) como padrdo. A andlise qualitativa dos produtos de
incubacdo da FEH foi feita por HPAEC/PAD em sistema descrito anteriormente,
utilizando-se um gradiente da mistura do eluente A (150mM de hidroxido de sodio) e
eluente B (500mM de acetato de s6dio em 150 mM de hidréxido de sodio), conforme
condi¢des descritas para a andlise de frutanos. Para essa andlise as misturas de incubagdo
foram diluidas 50 vezes.

Para a determinacdo da atividade da invertase, as misturas de incubacdo foram
diluidas 50X em 4agua deionizada e analisadas por HPAEC/PAD em sistema Dionex
modelo ICS-3000, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 X 250 mm) e programa
isocratico de 100 mM de hidréxido de sodio. Os potenciais aplicados ao PAD para 0 — 0,4
s, 0,41 — 0,6 s, 0,61 — 1 s foram 0,05, 0,75 e -0,15, respectivamente, respectivamente, € 0
fluxo aplicado foi de 0,25 mL min™. A atividade de invertase foi determinada pela area do

pico da frutose, utilizando-se padrio externo.



31

Resultados e Discussao

A atividade da FEH em plantas sob os diferentes tratamentos estd apresentada na
figura 8. A atividade desta enzima promove a remocao de unidades de frutose diminuindo
o comprimento das cadeias de frutanos. O aumento da atividade da FEH ¢ induzido quando
ha a remocao da parte aérea e brotagdo de novos ramos da planta (Brotacio Induzida).

Conforme mostram os dados para o rizéforo inteiro (figura 8A), em todos os casos,
exceto nas plantas que permaneceram no frio por 21 dias (Intactas/5°C e Exc/5°C) que
apresentaram atividades semelhantes entre si, as plantas excisadas e submetidas aos
diferentes tratamentos apresentaram atividade de FEH mais elevada do que as plantas
intactas que receberam tratamento semelhante. Desse modo, plantas induzidas a brotagao
(Brotacao Induzida) apresentaram atividade mais elevada do que as plantas intactas
mantidas sob condi¢des semelhantes de luz e temperatura (Veg — 21 d); plantas excisadas
sob temperatura ambiente, no escuro (Exc/TAmb) apresentaram atividade mais elevada do
que as plantas intactas sob essas mesmas condi¢des (Intactas/TAmb); e, finalmente, as
plantas excisadas, induzidas a brotagdo e submetidas em seguida por 7 dias a 5°C
(Induzida/7d 5°C) apresentaram atividade mais elevada do que as plantas intactas do lote
correspondente (Intactas/7d 5°C). As plantas intactas e em fase vegetativa no inicio do
experimento (Veg — T0) e aos 21 dias (Veg — 21 d) apresentaram atividades baixas e
inferiores ainda as apresentadas pelas plantas intactas submetidas aos diferentes

tratamentos.
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Figura 8. Atividade da FEH em rizéforos de Vernonia herbacea determinada apods 4 horas
de incubacdo. A) Atividade média da FEH nos rizoforos inteiros. B) Atividade da FEH nas
regides proximal, mediana e distal. C) Ampliacdo da escala para os cinco primeiros
tratamentos. Tratamentos: Vegetativo — Tempo 0 (Veg-T0); Vegetativo — 21 d (Veg-21d);
Indugdo a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brot Induzida); Manutencao de plantas
intactas em temperatura ambiente, no escuro (Intactas/TAmb); Excisdo dos ramos aéreos
e manutencdo das plantas em temperatura ambiente, no escuro (Exe/TAmb); Manutengao
de plantas intactas a 5°C, no escuro por 21 dias (Intactas/5°C); Excisdo dos ramos aéreos
e manuteng¢do das plantas a 5°C, no escuro por 21 dias (Exc/5°C); Inducdo a brotacdo pela
excisdo dos ramos aéreos (Brotacdo Induzida), seguido de 7 dias a 5 °C (Induzidas/7d
5°C); Manutencdo de plantas intactas em temperatura ambiente (vegetativo — 21 d),
seguido de 7 dias a 5°C (Intactas/7d 5°C). As barras representam o erro padrao da média
(n=3).
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Plantas mantidas no frio, excisadas ou intactas, apresentaram em geral um aumento
marcante na atividade da FEH em relacdo as demais, embora o aumento tenha sido maior
nas plantas excisadas, conforme mencionado acima, e nas plantas mantidas no frio por 21
dias. Plantas mantidas sob 5°C por 7 dias (Intactas 7d/5°C e Induzidas 7d/5°C)
apresentaram aumento de atividade em relagdo aos seus controles (Veg — 21d e Brot
Induzida), porém inferior as atividades apresentadas pelas plantas mantidas a 5°C por 21
dias.

O aumento da atividade da FEH foi verificado anteriormente em plantas de V.
herbacea (Asega & Carvalho 2004) e V. discolor, outra espécie nativa do cerrado
(Degasperi et al. 2003), induzidas a brotacdo pela remocdo de ramos aéreos. Em V.
herbacea este aumento foi ainda maior em plantas induzidas a brotagdo e em seguida
armazenadas a 5 °C por 7 dias (Asega 2007) e em plantas excisadas e mantidas a 5°C
também por 21 dias (Portes et al. 2008). O aumento da atividade desta enzima ja foi
descrito na literatura para outras Asteraceae em fase natural de brotagdo como Taraxacum
officinale (Rutherford & Deacon 1974), C. intybus (Van den Ende & Van Laere 1996) e H.
tuberosus (Marx et al. 1997) e em plantas induzidas a brotagdo por desfolhacdo como
Polymia sonchifolia (Fukai et al., 1997), C. (De Roover et al. 1999).

Os resultados obtidos demonstraram que a permanéncia de plantas no frio por um
periodo mais longo resultou em um maior aumento da atividade da FEH, além de
confirmarem que o frio ¢ um fator intensificador da atividade da FEH em plantas ja
induzidas a brotacao.

O aumento da atividade da FEH em plantas submetidas a baixa temperatura ¢
consistente com resultados anteriores obtidos com V. herbacea (Asega 2007, Portes et al.
2008) e com raizes de C. intybus (Van den Ende et al. 2001) que demonstraram que esta

enzima pode ser induzida pelo frio.
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Van den Ende et al (2001) verificaram que duas isoformas de FEH (FEH I e FEH

IT) de C. intybus sdo induzidas sob condi¢des diferentes; a FEH I ¢ induzida em plantas
submetidas a temperatura baixa e a FEH II ¢ induzida tanto em plantas desfolhadas,
induzidas a brotacdo, como em plantas submetidas a temperatura baixa.

Os resultados obtidos no presente estudo reforgam a hipotese ja apresentada nos
trabalhos anteriores realizados com V. herbacea de que pelo menos duas isoformas de FEH
ocorrem nessas plantas, uma induzida pela excisdo dos ramos aéreos e outra induzida pelo
frio.

Analisando-se a distribui¢do da atividade da FEH nas diferentes regides do
rizoforo, verifica-se que esta foi, em geral, mais elevada na regido proximal (figura 8 B),
confirmando resultados de Portes & Carvalho (2006). Entretanto, o gradiente crescente de
atividade no sentido distal-proximal do rizéforo, verificado anteriormente, ndo foi
observado no presente trabalho. Diferenca marcante na atividade entre as plantas intactas e
excisadas mantidas no frio por 21 dias (Intactas/5°C e Exc/5°C), embora ndo observada
quando se analisa a atividade no rizoforo inteiro (figura 8A) pode ser claramente observada
na regido proximal do rizéforo (figura 8B).

Em plantas induzidas a brotag¢do, a atividade mais elevada da FEH na regido
proximal do rizéforo indica um aumento na mobilizagdo dos frutanos para o crescimento
da planta proximo a regido de inser¢do dos ramos aéreos. Em plantas ndo induzidas a
brotacdo, no entanto, o aumento da FEH estd provavelmente associado ao papel de
protecdo ao frio exercido pelos frutanos. Neste caso, a agdo da FEH levaria a uma maior
disponibilizagdo de frutose, sacarose e frutanos de cadeias curtas, compostos
osmoticamente mais ativos do que os frutanos de cadeias longas. A acdo desses compostos
na tolerincia ao frio, por sua vez, seria pelo ajuste osmotico e/ou pela estabilizacdo das
membranas, conforme ja demonstrado para modelos experimentais (Demel et al. 1998,

(Hincha et al. 2002).
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A analise por HPAEC/PAD dos produtos de incubagdo da FEH nas regides

proximal, mediana e distal do rizéforo ¢ apresentada na figura 9 e ¢ consistente com os
resultados apresentados na figura 8. Comparando-se com as plantas controle (Veg — TO e
Veg 21 d), verificou-se um aumento na liberacdo de frutose especialmente na regido
proximal dos rizoforos em plantas induzidas a brotagdo (Brotag¢ao Induzida) e em todos
os tratamentos de frio, dentre os quais as plantas excisadas apresentaram um pico maior de
frutose do que as intactas. As plantas mantidas sob temperatura ambiente no escuro
(Intactas/TAmb e Exc/TAmb) também apresentaram aumento da liberacdo de frutose,
principalmente quando sofreram excisdo dos ramos aéreos. De maneira geral, portanto, a
maior atividade da FEH foi detectada na regido proximal dos rizéforos, o que confirma os
dados de Portes & Carvalho (2006) de que a mobilizagdo de frutanos ocorre
preferencialmente proximo a regido de crescimento e desenvolvimento dos novos ramos
aéreos durante a fase de brotacao.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram os resultados descritos sobre
o aumento da atividade da FEH durante a brotagdo natural e brotacdo induzida por excisao
dos ramos aéreos em V. herbacea (Portes & Carvalho 2006, Asega 2007) e outras
asteraceas como H. tuberosus (Marx et al. 1997) e C. intybus (Van den Ende ef al. 2003).
Porém também demonstram que o aumento da atividade da enzima pode estar relacionado
a alteragcdes nos fatores ambientais, como o frio e o escuro, pois houve aumento da

atividade em plantas no estado vegetativo submetidas a essas condi¢cdes (Van den Ende et

al. 2003).
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Figura 9. Atividade
extratos enzimaticos

conforme legenda da

Tempo de elui¢do (min)

da FEH. HPAEC/PAD dos produtos formados ap6s 4 h de incubacdo dos
das regides proximal, mediana e distal de rizoforos de Vernonia herbacea,
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A atividade da SST ¢ apresentada na figura 10. A atividade foi mais elevada nas
plantas controle em fase vegetativa (Veg — TO e Veg — 21 d) do que nas demais. A
atividade elevada da SST nesta fase do ciclo fenoldgico em que os Orgdos aéreos
fotossintetizantes encontram-se bem estabelecidos ¢ esperada, pois, nestas condicdes, os
fotoassimilados produzidos em excesso a demanda de utilizagdo pela planta, sdo
translocados na forma de sacarose para o 6rgdo subterraneo de reserva ativando a SST e,
portanto, a sintese de frutanos, conforme j4 demonstrado extensivamente na literatura
(Pollock & Cairns 1991, Van den Ende ef al. 1999).

Ao contrario do verificado em plantas na fase vegetativa, a atividade da SST foi
baixa em plantas induzidas a brotacdo pela remog¢do dos ramos aéreos (Brotacio
Induzida). Neste tratamento, a remog¢ao dos ramos causou a interrup¢ao da translocagao de
fotoassimilados para o rizoforo, limitando assim o suprimento de sacarose para a atividade
da enzima.

Esses resultados corroboram os dados apresentados anteriormente para Vernonia
herbacea (Asega e Carvalho 2004, Portes & Carvalho 2006) e confirmam a importancia do
fornecimento continuo de fotoassimilados de 6rgaos fonte para 6rgaos dreno na biossintese
de frutanos, conforme discutido por essas autoras.

A diminui¢do da atividade da SST em plantas desfolhadas foi mostrada por varios
autores para outras espécies acumuladoras de frutanos. Prud’homme et al. (1992) relataram
uma diminuicdo na atividade desta enzima em raizes e estoloes de L. perenne durante os
dias posteriores a desfolhacdo, seguida de um aumento a partir do 15° dia, quando os
tecidos foliares j& haviam sido restabelecidos. Em C. intybus, De Roover et al. (1999)
também detectaram um decréscimo na atividade da SST 24 horas apds a desfolhagdo,
seguida de um aumento 15 dias depois. Em plantas de yacon (P. sonchifolia) desfolhadas

por agao de forte ventania, Fukai et al. (1997) verificaram um decréscimo nesta atividade.
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Figura 10. Atividade da SST em rizéforos de Vernonia herbacea determinada apos 1 hora
de incubagdo. A) Atividade média da SST nos rizéforos inteiros. B) Atividade da SST nas
regides proximal, mediana e distal. Tratamentos: Vegetativo — Tempo 0 (Veg-TO0);
Vegetativo — 21 d (Veg-21d); Inducdo a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brot
Induzida); Manutencdo de plantas intactas em temperatura ambiente, no escuro
(Intactas/TAmb); Excisdo dos ramos aéreos ¢ manutencdo das plantas em temperatura
ambiente, no escuro (Exc/TAmb); Manuten¢do de plantas intactas a 5°C, no escuro por 21
dias (Intactas/5°C); Excisdo dos ramos aéreos ¢ manuten¢do das plantas a 5°C, no escuro
por 21 dias (Exc/5°C); Inducdo a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brotacao
Induzida), seguido de 7 dias a 5 °C (Induzidas/7d 5°C); Manutencao de plantas intactas
em temperatura ambiente (vegetativo — 21 d), seguido de 7 dias a 5°C (Intactas/7d 5°C).
As barras representam o erro padrao da média (n=3).
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A diminui¢do da atividade da SST também foi verificada em plantas intactas ou
excisadas, mantidas no escuro sob temperatura ambiente, (Intactas/TAmb e Exc/TAmb),
uma vez que nessas plantas a atividade fotossintética e conseqiiente translocagdo de
fotoassimilados também foi interrompida pela remo¢do dos ramos aéreos e/ou pela
manutencdo das plantas no escuro.

A diminuic¢do da atividade da SST foi menor quando as plantas mantidas no escuro
foram submetidas também ao frio por 21 dias (Intactas/5°C e Exc/5°C). Neste caso, as
plantas excisadas apresentaram atividade mais elevada do que as intactas. Apesar de
auséncia de fotossintese nessas plantas a SST pode ter sido estimulada pela liberagdo da
sacarose por acdo da FEH, uma vez que a atividade desta enzima em ambos os tratamentos
foi elevada (figura 8). A atividade da SST nessas plantas parece ainda ser uma resposta ao
frio, conforme ja foi demonstrado para outras asteraceas, como H. tuberosus (Koops &
Jonker 1996) e gramineas, incluindo cereais, que passam a acumular frutanos sob baixas
temperaturas (Pontis & Del Campillo 1985, Jeong & Housley 1990, Kawakami & Yoshida
2002, Hisano et al. 2004).

O tempo de permanéncia das plantas no frio parece ter influenciado a atividade da
SST. Plantas intactas ou excisadas, mantidas no frio por 7 dias apds 21 dias em condicdes
naturais de luz e temperatura (Intactas/7d 5°C e Induzidas/7d 5°C), apresentaram
atividade de SST inferior a detectada nas plantas que permaneceram no frio por 21 dias
consecutivos (Intactas/5°C e Excisadas/5°C). No entanto, quando as plantas dos
tratamentos Intactas/7d 5°C sdo comparadas com as plantas controle Veg — 21 d, verifica-
se que os 7 dias sob temperatura baixa causaram uma diminui¢do marcante na atividade da
SST. Por outro lado, plantas induzidas a brotagdo e mantidas durante 7 dias em
temperatura baixa (Induzidas/7d5°C), apresentaram um pequeno aumento na atividade da
SST em relagdo as plantas induzidas a brotacdo (Brotacido Induzida), possivelmente por

uma maior disponibilidade de sacarose nestas plantas por acao da FEH.
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Com relagdo a distribui¢do espacial (figura 10 B), verificou-se que, em plantas com
atividade de SST mais elevada (Veg — T0, Veg — 21 d, Intactas/5°C, Exc/5°C e
Induzidas/7d5°C), esta foi mais elevada na regido distal do rizoéforo, excetuando as
plantas do tratamento Intactas/5°C que apresentaram uma distribui¢ao diversa das demais.
De maneira geral, esses resultados confirmam os resultados obtidos anteriormente (Portes
& Carvalho, 20006).

Os resultados obtidos sobre a atividade da SST nos diferentes tratamentos aplicados
sugerem que o frio exerce uma acdo sobre o metabolismo de frutanos em V. herbacea,
podendo estimular ou inibir a atividade da SST, dependendo do tempo de armazenamento,
da fase fenoldgica e da condigdo fisiologica inicial da planta. Dias-Tagliacozzo et al.
(1999), verificou que em V. herbacea as respostas ao frio parecem estar fortemente
associadas a fase fenoldgica da planta ou as suas condigdes fisioldgicas.

A atividade da SST encontra-se ilustrada na figura 11, que apresenta a anélise por
HPAED/PAD dos produtos formados por sua acdo nos diferentes tratamentos e regides do
rizoforo. A atividade da SST ¢ identificada pelo aumento do pico referente a 1-cestose, seu
principal produto de agdo. Nos tratamentos Veg — T0 ¢ Veg — 21 d, Exc/5°C e, em uma
escala menor, no tratamento Induzidas/7d5°C, observa-se, claramente, o aumento do pico
da 1-cestose na regido distal, que diminui em direg¢do a regido proximal do rizéforo. Nos
demais tratamentos o pico referente a 1-cestose ou foi muito baixo (Brot Ind,
Intactas/TAmb, Exc/TAmb, Intactas/7d5°C) ou apresentou uma distribuicdo espacial

diversa das primeiras (Intactas/5°C).
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conforme legenda da figura 10.
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A atividade da FFT, enzima que promove a transferéncia de residuos de frutose
entre cadeias de frutanos de diferentes tamanhos, ¢ apresentada na figura 12. A FFT
apresentou, em geral, atividade superior a da SST em todos os tratamentos aplicados. Entre
as plantas controle (Veg — T0O e Veg 21 d) e as plantas induzidas a brotagcdo (Brotacio
Induzida) ndo houve diferenca quando se analisa a atividade no rizoforo inteiro (figura 12
A). Entretanto, nestas a atividade foi semelhante nas 3 regides do rizoéforo, enquanto nas
primeiras a atividade variou entre as diferentes regioes.

Plantas intactas e excisadas, mantidas no escuro sob temperatura ambiente
(Intactas/TAmb e Exc/TAmb) apresentaram atividade mais elevada do que os seus
controles (Veg — TO e Veg 21 d, e Brotacao Induzida, respectivamente). Nas plantas
excisadas, no entanto, a atividade foi mais elevada do que nas intactas, sem haver
diferengas no padrdo de distribui¢do da atividade da FFT ao longo do comprimento dos
rizéforos, entre os dois tratamentos (figura 12 B).

Diferentemente da SST, a atividade da FFT ndo ¢ diretamente dependente do
suprimento da sacarose, uma vez que a sacarose pode ser uma das moléculas receptoras de
unidades de frutose por a¢do da FFT, porém nunca uma molécula doadora (Pollock et al.
1996). Paralelamente a sua atuagdo no alongamento das cadeias durante a biossintese de
frutanos, a FFT promove a diminui¢do dessas cadeias em outras condicdes fisiologicas. Por
exemplo, durante a brotagdo, ela atua juntamente com a FEH, redistribuindo unidades de
frutose no sentido da redug¢do do comprimento das cadeias, facilitando a atuacdo da
hidrolase que, em muitas Asteraceae, apresenta maior afinidade por frutanos de cadeias
curtas do que de cadeias longas (Van den Ende et al. 2002). Por ndo ser diretamente
dependente do suprimento de fotoassimilados, a atividade desta enzima ndo foi inibida em

plantas mantidas no escuro, como ocorreu com a SST.
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Figura 12. Atividade da FFT em rizoforos de Vernonia herbacea determinada apds 2 horas
de incubagdo. A) Atividade média da FFT nos rizéforos inteiros. B) Atividade da FFT nas
regides proximal, mediana e distal. Tratamentos: Vegetativo — Tempo 0 (Veg-—T0);
Vegetativo — 21 d (Veg-21d); Inducdo a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brot
Induzida); Manuten¢do de plantas intactas em temperatura ambiente, no escuro
(Intactas/TAmb); Excisdo dos ramos aéreos € manutencdo das plantas em temperatura
ambiente, no escuro (Exc/TAmb); Manuten¢do de plantas intactas a 5°C, no escuro por 21
dias (Intactas/5°C); Excisdo dos ramos aéreos e manutenc¢do das plantas a 5°C, no escuro
por 21 dias (Exc¢/5°C); Inducdo a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brotagdo
Induzida), seguido de 7 dias a 5 °C (Induzidas/7d 5°C); Manutencdo de plantas intactas
em temperatura ambiente (vegetativo — 21 d), seguido de 7 dias a 5°C (Intactas/7d 5°C).
As barras representam o erro padrao da média (n=3).
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Houve variagdo na atividade da FFT entre plantas intactas e excisadas também
quando estas foram submetidas ao frio (Intactas/5°C e Exc/5°C), sendo que neste caso, o
aumento em relacdo as plantas intactas foi maior do que nas plantas mantidas no escuro
sob temperatura ambiente. Esta resposta parece estar associada, pelo menos em parte, a
maior atividade da FEH observada em plantas excisadas (figura 8), embora quando
analisadas as atividades nas diferentes regides esta associagdo ndo parece tdo evidente,
uma vez que a atividade mais elevada da FEH neste tratamento ndo ocorre na mesma
regido em que ocorre a atividade mais elevada da FFT (figura 12).

Portes & Carvalho (2008) também verificaram em V. herbacea um aumento da
atividade da FFT em plantas excisadas mantidas a 5°C, em relacdo as plantas intactas.

A resposta da FFT ao tempo de exposi¢do ao frio foi diferente da observada com
relagdo a atividade da SST. Enquanto a atividade da SST foi menor em plantas mantidas no
frio por 7 dias apds 21 dias sob temperatura ambiente do que naquelas mantidas no frio por
21 dias (figura 10), a FFT foi mais elevada nas plantas que permaneceram apenas 7 dias no
frio (figura 12). O aumento na atividade da FFT nas plantas dos tratamentos
Intactas/7d5°C e Excisadas/7d5°C foi bastante marcante quando comparada com as
plantas controle (Veg — TO e Veg 21d) e plantas induzidas a brotagdo (Brotacio
Induzida), demonstrando que o frio também exerceu um papel importante na atividade
desta enzima.

A pequena varia¢do na atividade da FFT ao longo do eixo de crescimento do
riz6foro demonstra que esta enzima € ativa praticamente em todo o 6rgdo e sugere mais
uma vez que a sua atuagdo se da tanto em regides do o6rgio de reserva e em fases em que a
biossintese de frutanos ¢ mais acentuada, como em regides e fases em que a mobilizagdo

destes compostos pela FEH predomina.
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A ocorréncia freqiiente da atividade da FFT em plantas sob diversas condi¢des
fisiologicas ja foi demonstrada para V. herbacea (Asega & Carvalho 2004, Portes &
Carvalho 2006, Portes et al. 2008) e para outras espécies de Asteraceae. Analisando a
variagdo sazonal dos frutanos de raizes de 7. officinale, Rutherford & Deacon (1974)
verificaram que a atividade da FFT foi sempre superior a da SST, e que ndo houve
variagdo significativa na atividade da FFT durante o ciclo anual de desenvolvimento das
plantas. Mais recentemente, demonstrou-se que a expressdo génica desta enzima foi pouco
alterada durante o ciclo de desenvolvimento em plantas de 7. officinale plantas (Van den
Ende et al. 2000b). Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia do frio na atividade desta
enzima.

A figura 13 ilustra a atividade da FFT nos diferentes tratamentos e regides do
rizéforo por analise em HPAEC/PAD, demonstrada por aumentos na area do pico referente

a nistose.
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Figura 13. Atividade da FFT. HPAEC/PAD dos produtos formados apds 2 h de incubagdo dos
extratos enzimaticos das regides proximal, mediana e distal de rizéforos de Vernonia herbacea com
l-cestose 0,2 M. G-glucose, F-frutose, Sac-Sacarose, 1-C-1-cestose, N-nistose. Tratamentos
conforme legenda da figura 12.
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A atividade da invertase ¢ apresentada na figura 14. Dentre as enzimas analisadas
no presente trabalho, a invertase foi a que apresentou atividade inferior. Observou-se um
aumento da atividade em plantas induzidas a brota¢do (Brotacao Induzida) em relacdo ao
detectado nas plantas controle (Veg — TO e Veg — 21 d). Nos demais tratamentos,
verificou-se uma tendéncia a uma atividade mais elevada da invertase em plantas excisadas
do que nas intactas.

O frio parece ter estimulado a atividade da invertase, principalmente em plantas
armazenadas por 21 dias a 5°C. Nestas, a atividade foi bastante uniforme nas 3 regides do
rizéforo. Por outro lado, nas plantas que permaneceram apenas 7 dias no frio, a regido
mediana apresentou atividade claramente inferior a detectada nas regides proximal e distal.

Com relacdo a distribui¢do espacial da atividade da invertase nas plantas controle,
nas plantas induzidas a brotacdo, e naquelas que permaneceram no escuro sob temperatura
ambiente, verificou-se que, semelhantemente as plantas mantidas no frio por 21 dias
consecutivos, a atividade apresentou apenas pequenas variagdes ao longo do comprimento

do rizéforo (figura 14 B).
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Figura 14. Atividade de Invertase em rizoforos de Vernonia herbacea determinada apos 4
horas de incubagdo. A) Atividade média da Invertase nos rizoforos inteiros. B) Atividade
da Invertase nas regides proximal, mediana e distal. Tratamentos: Vegetativo — Tempo 0
(Veg-T0); Vegetativo — 21 d (Veg-21d); Inducdo a brotacdo pela excisdo dos ramos
ac¢reos (Brot Induzida); Manutengdo de plantas intactas em temperatura ambiente, no
escuro (Intactas/TAmb); Excisdo dos ramos aéreos e manuten¢do das plantas em
temperatura ambiente, no escuro (Exc/TAmb); Manutencdo de plantas intactas a 5°C, no
escuro por 21 dias (Intactas/5°C); Excisdo dos ramos aéreos e manutenc¢ao das plantas a
5°C, no escuro por 21 dias (Exc/5°C); Indugdo a brotacao pela excisdo dos ramos aéreos
(Brotacao Induzida), seguido de 7 dias a 5 °C (Induzidas/7d 5°C); Manutencao de plantas
intactas em temperatura ambiente (vegetativo — 21 d), seguido de 7 dias a 5°C (Intactas/7d
5°C). As barras representam o erro padrdo da média (n=3).
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Analisando o metabolismo de frutanos em plantas de V. herbacea induzidas a
brotacdo, Asega e Carvalho (2004) verificaram que o aumento da atividade da invertase
ocorreu antes do aumento da atividade da FEH, e discutiram que este fato possivelmente
estaria relacionado ao efeito inibidor da sacarose sobre a FEH, ja demonstrado para
algumas Asteraceae como H. tuberosus (Marx et al. 1997a), C. intybus (Claessens et al.
1990), e Poaceae como Lolium temulentum (Simpson et al. 1991), L. perenne (Marx et al.
1997b, Lothier et al. 2007). Com o decréscimo da concentragdo vacuolar de sacarose por
acdo da invertase, a FEH estaria apta a promover a mobilizagdo de frutanos para o
crescimento dos ramos aéreos durante a rebrota. No presente trabalho, porém as andlises
foram realizadas pontualmente aos 21 dias apos o inicio do periodo experimental e ndo ao
longo de um periodo maior como no estudo de Asega e Carvalho (2004). Ja resultados
obtidos por Portes ef al. (2008) também aos 21 dias, demonstraram que ambas, a invertase
e a FEH, apresentaram aumentos de atividade em plantas induzidas a brotagdo, embora o
acompanhamento dessas atividades ao longo do periodo experimental também ndo tenha
sido realizado no estudo.

Na figura 15 sdo apresentados os perfis cromatograficos da andlise por
HPAEC/PAD, dos produtos de incubacdo obtidos para as 3 regides do rizéforo. Conforme
mencionado acima, a invertase apresentou atividade muito baixa, o que pode ser verificado
pelo pico referente a frutose. A detecgdo da 1-cestose em alguns cromatogramas indica a

atuacao da SST.
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Os contetidos de fruto-oligossacarideos, fruto-polissacarideos e frutanos totais
estdo apresentados na figura 16. Tanto nas plantas controle como nas plantas submetidas
aos diferentes tratamentos, a concentragdo de fruto-polissacarideos (figura 16B) foi mais
elevada do que a de fruto-oligossacarideos (figura 16A), o que ¢ uma situagdo comumente
encontrada em V. herbacea (Carvalho & Dietrich 1993, Carvalho et al. 1997, Dias-
Tagliacozzo et al. 1999). Exceto pelas plantas induzidas & brotagdo, todas as plantas
submetidas a excisdo dos ramos aéreos apresentaram teores de fruto-polissacarideos
superiores aos de plantas intactas dentro de cada tratamento (figura 16B), um dado também
observado para os teores de frutanos totais (figura 16C), mas ndo para os fruto-
oligossacarideos (figura 16A).

A distribuicdo dos fruto-oligossacarideos nas diferentes regides do rizéforo, aponta
para um aumento da concentracdo destes compostos no sentido proximal-distal do 6érgao de
reserva tanto nas plantas controle como nas demais (figura 17A). Esta distribuicdo pode
estar relacionada a idade dos tecidos, pois na regido distal (&pice) os tecidos mais jovens
apresentam uma taxa de biossintese, em geral, mais elevada do que as demais regides do
rizoforo. Ao contrario, a concentracdo de fruto-polissacarideos foi, em geral, maior nas
regides proximal e mediana do que na regido distal do rizéforo (figura 17B), excecdo feita
as plantas induzidas a brotacdo (Brotacio Induzida) e as induzidas a brotacdo e mantidas
no frio por 7 dias (Induzidas/5°C). Perfil semelhante do contetido de frutanos nas 3

regides do rizéforo foi observado nos frutanos totais (figura 17 C).
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Figura 16. Conteudo de fruto-oligossacarideos (A), fruto-polissacarideos (B) e frutanos totais (C)
nos rizéforos de Vernonia herbacea. Tratamentos: Vegetativo — Tempo 0 (Veg-T0); Vegetativo —
21 d (Veg-21d); Inducdo a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brot Induzida); Manutengao
de plantas intactas em temperatura ambiente, no escuro (Intactas/TAmb); Excisdo dos ramos
aéreos e manutencao das plantas em temperatura ambiente, no escuro (Exc/TAmb); Manutengdo
de plantas intactas a 5°C, no escuro por 21 dias (Intactas/5°C); Excisdo dos ramos aéreos e
manutengdo das plantas a 5°C, no escuro por 21 dias (Exc/5°C); Indugdo a brotagdo pela excisdo
dos ramos aéreos (Brotacao Induzida), seguido de 7 dias a 5 °C (Induzidas/7d 5°C); Manutengdo
de plantas intactas em temperatura ambiente (vegetativo — 21 d), seguido de 7 dias a 5°C
(Intactas/7d 5°C). As barras representam o erro padrao da média (n=3).
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Figura 17. Conteudo de oligo-frutossacarideos (A), fruto-polissacarideos (B) e frutanos totais (C)
nas regides proximal, mediana e distal dos rizéforos de Vernonia herbacea. Tratamentos:
Vegetativo — Tempo 0 (Veg-T0); Vegetativo — 21 d (Veg-21d); Inducgdo a brotagdo pela excisao
dos ramos aéreos (Brot Induzida); Manutengdo de plantas intactas em temperatura ambiente, no
escuro (Intactas/TAmb); Excisdo dos ramos aéreos e manutengdo das plantas em temperatura
ambiente, no escuro (Exc/TAmb); Manutencdo de plantas intactas a 5°C, no escuro por 21 dias
(Intactas/5°C); Excisao dos ramos aéreos ¢ manutencdo das plantas a 5°C, no escuro por 21 dias
(Exc/5°C); Indugao a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos (Brotagdo Induzida), seguido de 7
dias a 5 °C (Induzidas/7d 5°C); Manutencao de plantas intactas em temperatura ambiente
(vegetativo — 21 d), seguido de 7 dias a 5°C (Imtactas/7d 5°C). As barras representam o erro
padrdo da média (n=3).
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Considerando o contetdo de fruto-oligossacarideos no rizéforo inteiro (figura 16A),
as plantas induzidas a brotacdao (Brota¢ao Induzida) apresentaram conteudo 27% inferior
ao das plantas controle (Veg-T0), sendo que a regido proximal apresentou queda mais
acentuada, de 58%, do que as outras regides do rizéforo (figura 17 A). Esta diminui¢ao
detectada nas plantas induzidas a brotacdo parece estar relacionada a rebrota e crescimento
dos novos ramos aéreos e a mobilizagdo de reservas dos rizéforos para o restabelecimento
dessas plantas, uma vez que 100% das plantas submetidas a remog¢do dos ramos aéreos
(Brotaciao Induzida) rebrotaram. O fornecimento de compostos para suprir a demanda
energética deste processo fisioldgico ¢ principalmente decorrente da atividade da FEH
nesta fase, como ja demonstrado por Fukai et al. (1997), Marx et al. (1997), Degasperi et
al. (2003) e outros, para outras Asteraceae, ¢ por Asega & Carvalho (2004), Asega (2007),
Portes & Carvalho (2006) Portes et al. (2008), para V. herbacea.

Baseando-se nos resultados de atividade da FEH nos diferentes tratamentos
aplicados as plantas neste experimento, nos resultados obtidos por Asega & Carvalho
(2004), Asega (2007), Portes & Carvalho (2006) e Portes ef al (2008) também com plantas
de V. herbacea, e naqueles obtidos por Van den Ende ef al. (2001) que indicaram que as
duas isoformas de FEH, FEH-I e FEH-II, de C. intybus s3o induzidas por condicdes
diferentes, observa-se que nas plantas excisadas e nas excisadas e submetidas ao frio ou
nas intactas submetidas ao frio, pode ter ocorrido a inducdo de isoformas diferentes de
FEH em V. herbacea, como adaptagdo as condigdes fisioldgicas e ambientais impostas:
excisdo de ramos aéreos e frio.

As plantas excisadas que permaneceram no escuro (Exc/TAmb) apresentaram 30%
de brotagdo. Relacionando-se o contetido de fruto-oligossacarideos com o percentual de
rebrota destas plantas, verifica-se que houve uma diminuicdo do contetdo destes

compostos inferior a observada no tratamento de brotacdo induzida, em cujas plantas a
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demanda de compostos para a rebrota e crescimento dos ramos aéreos foi bem mais
elevada do que nas Exe/TAmb.

A figura 18 mostra o perfil cromatografico obtido por HPAEC/PAD dos fruto-
oligossacarideos nas regides proximal, mediana e distal dos rizéforos. Foram verificadas
algumas diferencgas na propor¢do dos componentes das amostras. De uma maneira geral,
esta andlise qualitativa demonstra a presenca de frutanos com grau de polimeriza¢do (GP)
de 3 a aproximadamente 28 nesta fragao.

Nas plantas induzidas a brotagdo houve maior propor¢do de frutose e sacarose em
relagdo aos oligossacarideos, principalmente na regido proximal do rizéforo,
correspondendo a atividade mais elevada de FEH obtida in vitro também nesta regido. Em
geral, o perfil cromatografico dos fruto-oligossacarideos reflete algumas alteracdes
causadas pelos tratamentos aplicados. Entretanto, os resultados apresentados nos
cromatogramas correspondem ao perfil dos oligossacarideos in vivo, que nem sempre
coincidem totalmente com os dados de atividade enzimatica obtidos in vitro.

Mais do que o frio, mas ndo excluindo a sua influéncia, a excisdo dos ramos aéreos
parece ter sido um fator estimulador do actimulo de frutanos no rizéforo, quando se
considera o 6rgdo inteiro (figura 16). Entretanto, observando-se a atividade da FEH e da
SST, verifica-se que ambas apresentam atividade também mais elevada nas plantas
submetidas a excisdo, quando comparadas as intactas de tratamento semelhante (figuras 8A
e 10A). Este resultado poderia parecer incoerente e sugerir a existéncia de um ciclo futil de
sintese e mobilizacdo no 6rgdo, dadas suas atividades de mobilizagdo e sintese. Porém,
quando analisadas as atividades dessas enzimas nas diferentes regides do rizéforo, verifica-
se que a atividade mais elevada da FEH ocorreu na regido proximal do rizéforo (figura

8B), enquanto a da SST ocorreu especialmente na regido distal deste 6rgao (figura 10B).
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Figura 18. HPAEC/PAD dos fruto-oligossacarideos extraidos das regidoes proximal, mediana e
distal de rizoforos de Vernonia herbacea. G-glucose, F-frutose, Sac-Sacarose, 1-C - 1-cestose, N-
nistose. Os numerais representam oligossacarideos com grau de polimerizagdo de 5 a 14.
Tratamentos conforme legenda da figura 18.

(Continua na proéxima pagina)
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O papel de frutanos como crioprotetores foi demonstrado por Konstantinova et al.
(2002) em plantas de tabaco geneticamente manipuladas para sintetizar frutanos, uma vez
que estas plantas apresentaram aumento de tolerancia ao frio diretamente relacionado ao
acimulo desses compostos. Hisano et al. (2004) também associaram a resisténcia de
plantas de L. perenne ao acimulo de frutanos no outono enquanto Thorsteinsson et al.
(2002) observaram que plantas de Phleum pratense transferidas de uma temperatura amena
(20 °C) para uma temperatura fria (10 °C) apresentaram maior acimulo de frutanos do que
plantas que permaneceram todo o periodo experimental sob temperatura alternada baixa
(10 °C/5 °C/dia/noite).

Em experimento realizado com V. herbacea (Portes et al. 2008), o aumento no
contetido de frutanos totais ndo foi verificado quando plantas foram submetidas ao frio,
porém a razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos aumentou nessas plantas, sugerindo que os
fruto-oligossacarideos, mais do que os polissacarideos estariam relacionados a tolerancia
ao frio. Por outro lado, Dias-Tagliacozzo et al. (1999), verificou que em V. herbacea as
respostas ao frio parecem estar fortemente associadas a fase fenoldgica da planta ou as suas
condigdes fisioldgicas.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que em V. herbacea, as
enzimas envolvidas no metabolismo de frutanos tém sua atividade alterada em plantas
submetidas a excisdo dos ramos aéreos e ao frio e essa resposta ¢ dependente da regido do
rizoforo considerada. A regido proximal do 6rgdo de reserva, onde ocorrem as gemas que
dao origem a novos ramos durante a rebrota apresenta, predominantemente, atividade da
FEH e da invertase, enquanto a regido distal apresenta, especialmente, atividade da SST. A
regido distal também apresenta os teores mais elevados de fruto-oligossacarideos, enquanto
as regides proximal e mediana apresentam concentragdes mais elevadas de fruto-
polissacarideos. O tempo de permanéncia das plantas no frio também influenciou a

atividade das enzimas FEH e SST, promovendo um maior aumento nas plantas que
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permaneceram 21 dias consecutivos no frio, em relagdo as plantas que foram mantidas por
7 d nestas condigdes, ap6s permanéncia de 21 dias em temperatura ambiente.

E sugerido que as plantas induzidas a brotagdo tenham utilizado o produto da
despolimerizagdo das cadeias de frutanos no restabelecimento da sua parte aérea. Por outro
lado, as plantas submetidas aos tratamentos de frio possivelmente utilizaram esses
produtos, bem como produtos da agdo das frutosiltransferases, no ajuste osmoético e na
protecdo das estruturas celulares, como uma estratégia de adaptacdo a essa condi¢do

ambiental.
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Consideracoes Finais

Neste estudo foram observadas variagdes no metabolismo de frutanos ao longo do
eixo de crescimento do rizéforo em funcdo da brotagdo, da excisdo da parte aérea e da
exposi¢cdo ao frio Os resultados obtidos confirmam dados da literatura e acrescentam
informagdes sobre o efeito do frio no metabolismo de frutanos em plantas em diferentes
condigdes fisioldgicas.

Plantas na fase vegetativa apresentam atividade elevada de SST e FFT e baixa
atividade de FEH e Invertase. A indugdo a brotacao estimulou a atividade da FEH e da
invertase e inibiu a atividade da SST. A permanéncia de plantas induzidas a brotagdo no
frio, por 7 dias promoveu ainda mais a atividade da FEH e da invertase e inibiu fortemente
a atividade da SST.

O tempo de permanéncia das plantas no frio influenciou a atividade da FEH e SST,
uma vez que plantas mantidas por 21 dias consecutivos sob temperatura baixa
apresentaram atividades mais elevadas do que aquelas mantidas por 7 dias nestas
condigdes. A excisdo das plantas levou a uma resposta mais acentuada nestas atividades.

A regido proximal do rizéforo, onde se encontram as gemas que dao origem aos
ramos aéreos, apresenta, predominantemente, atividade de FEH, enquanto a regido distal
apresenta atividade de SST mais elevada. A regido distal também apresenta os teores mais
elevados de fruto-oligossacarideos, enquanto as regides proximal e mediana apresentam
concentragdes mais elevadas de fruto-polissacarideos.

Os produtos da despolimerizacdo dos frutanos sdo possivelmente utilizados no
restabelecimento da parte aérea de plantas induzidas a brotacdo, enquanto em plantas
submetidas a baixa temperatura, esses produtos, bem como os produtos da acdo das
frutosiltransferases, sdo possivelmente utilizados no ajuste osmoético e na protecdo de

estruturas celulares, como uma estratégia de adaptacdo a essa condi¢cdo ambiental.
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Plantas de Vernonia herbacea apresentaram alteragdes metabdlicas quando

expostas ao frio associadas, possivelmente, a um fator evolutivo presente em Asteraceae.

Conclusoes

Os resultados obtidos neste experimento permitem destacar a regido proximal como
a regido de maior atividade de hidrélise e a regido distal como maior atividade de sintese e
acumulo de fruto-oligossacarideos, confirmando a hipdtese da organizagdo espacial do
rizéforo.

Os resultados indicam que plantas de V. herbacea apresentaram alteragdes no
metabolismo de frutanos influenciadas pela exposicdo ao frio e remog¢do da parte aérea. A
brotac¢do induzida pela excisdo dos ramos aéreos causou efeito esperado como a inibi¢ao
da sintese e estimulo a hidrolise de frutanos. O frio parecer ter alterado significativamente
o metabolismo de frutanos, aumentou a atividade de hidrolise mesmo sem haver o estimulo
a brotacdo e aumentou a atividade de sintese dos frutanos mesmo em plantas com a parte
aérea excisadas. A alteragdo no metabolismo de frutanos parece ter ocorrido visando a

reorganizacdo dos tamanhos das moléculas como resposta a exposi¢do das plantas ao frio.
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