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Lista de abreviaturas

18S - 18S RNA ribossomal

1-FEH - 1-frutano exohidrolase

1-FFT - frutano:frutano 1-frutosiltransferase
1-SST - sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase
2,4-D — &cido 2,4-diclorofenoxiacético

AIB - &cido indolbutirico

ANA - 4cido naftalenoacético

BAP - 6-benzilaminopurina

CP — crossing point

CV — coeficiente de variacao

DP - desvio padrao

EF - fator de alongamento 1-alpha

FOS - fruto-oligossacarideos

GP — grau de polimerizacéo

HPAEC/PAD - Cromatografia de troca anionica de alta resolucdo e detector de pulso
amperométrico

KIN - cinetina

MS - meio de cultura Murashige & Skoog 1962
PCR - Reacdo em cadeia de polimerase
gRT-PCR - Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real
TDZ - thidiazurom



RESUMO

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby é uma Asteraceae nativa do Cerrado que acumula em seus
rizoforos cerca de 80% de sua massa seca na forma de frutanos do tipo inulina. Frutanos séo
polimeros de frutose originados da sacarose que ocorrem como principal carboidrato de
reserva em 15% das angiospermas. Além da funcéo de reserva, os frutanos contribuem para a
tolerancia a seca e a baixas temperaturas. Visando a obtencdo de plantas germinadas in vitro,
aquénios foram desinfestados e colocados para germinar em meio de cultura e as plantas
obtidas, multiplicadas através do enraizamento de segmentos nodais. Foi avaliado o efeito de
diferentes reguladores vegetais na morfogénese in vitro utilizando folhas como explantes. O
efeito de diferentes fontes de carboidratos na regulacdo do metabolismo de frutanos foi
avaliado em plantas cultivadas in vitro por meio da analise da composicdo dos frutanos e da
atividade e expressdo dos genes que codificam para as enzimas de sintese (1-SST e 1-FFT) e
degradacéo (1-FEH) destes compostos. A utilizacdo de aquénios como explantes permitiu a
germinacdo in vitro, e o enraizamento de segmentos nodais, a multiplicacdo das plantas. A
espécie apresenta recalcitrancia para o desenvolvimento de gemas e embrides adventicios. A
andlise do conteudo de frutanos nas plantas obtidas indicou uma alteracdo no padréo da razao
fonte/dreno e consequentemente no acumulo de frutanos na parte aérea em detrimento dos
rizoforos. As sequéncias dos genes EF, 1-FFT e 1-SST permitiu a construcdo de primers para
as analises de qRT-PCR e a anélise filogenética mostrou que as sequéncias de V. herbacea
apresentaram maior similaridade com os respectivos genes de outras espécies de Asteraceae,
do que com os de Poaceae. O cultivo sob déficit energético estimulou a transcri¢do do gene 1-
FEH e inibiu a dos genes 1-SST e 1-FFT. A transferéncia das plantas sob caréncia de carbono
para meios de cultura suplementados com sacarose, frutose ou glucose promoveu uma
inversdo no perfil de expressdo desses genes. Com excecdo do gene 1-FFT foi observada a
correlacdo entre a atividade enzimatica e a expressdo génica. Os resultados permitem concluir
que em V. herbacea sacarose, frutose e glucose atuam de forma semelhante na regulacéo do
metabolismo de frutanos e que existe uma regulacéo unica, porém com efeito inverso, para os
genes 1-SST e 1-FEH. O cultivo em concentragGes crescentes de sacarose estimulou a sintese
e inibiu a mobilizacao de frutanos, e induziu um padréo de atividade distinto entre os genes 1-
SST e 1-FFT, indicando a existéncia de um mecanismo de regulacdo diferenciado entre os

mesmaos.



ABSTRACT

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby is an Asteraceae native to the Cerrado which accumulates
about 80% of the rhizophore dry mass as inulin-type fructans. Fructans are fructose polymers
that occur as the main reserve carbohydrate in 15 % of the angiosperms. In addition to their
role as plant reserve carbohydrates, fructans are known to provide tolerance to drought and
low temperatures in plants. Aiming at establishing a protocol for plant in vitro culture,
achenes were sterilized and germinated in culture medium and the plants were multiplied
through the rooting of nodal segments. The effect of different plant growth regulators on
morphogenesis was evaluated in vitro using leaves as explants. The effect of different sources
of carbohydrate on fructan metabolism in plants grown in vitro was assessed by analyzing the
fructans composition and by the activity and expression of genes encoding enzymes for
synthesis (1-SST and 1-FFT) and degradation (1-FEH). The use of achenes as explants
allowed the establishment of in vitro plants, the propagation was obtained by rooting of nodal
segments, but the species presents recalcitrance for the development of adventitious buds and
embryos. The analysis of fructan in in vitro plants indicated a change in the pattern of
source/sink ratio and consequently the accumulation of fructans in shoots instead of in
rhizophores. The sequences of the genes EF, 1-SST and 1-FFT allowed the construction of
primers for gRT-PCR analyses. The phylogenetic analysis of the sequences of V. herbacea
showed higher similarity with the corresponding genes from other species of Asteraceae than
Poaceae. The carbon deficit stimulated the transcription of the gene 1-FEH and inhibited 1-
SST and 1-FFT. The transfer of carbon deprived plants to culture medium supplemented with
sucrose, glucose or fructose promoted reversal of the expression profile of these genes. With
the exception of 1-FFT a positive correlation between enzyme activity and gene expression
was observed. The results indicate that in V. herbacea sucrose, fructose and glucose act
similarly in the regulation of fructan metabolism and that there is a single regulation, but with
inverse direction for the genes 1-SST and 1-FEH. Cultivation of plants in increasing sucrose
concentrations stimulated synthesis and inhibited the mobilization of fructans, and induced a
distinct pattern of gene activity for 1-SST and 1-FFT, indicating the existence of a mechanism
for differential regulation between them.



1 INTRODUCAO

A fotossintese promove a assimilacdo do CO, atmosférico pelas folhas resultando
como produtos finais, por duas rotas diferentes, sacarose no citosol e amido nos cloroplastos.
A sacarose € o principal composto utilizado para transporte do carbono fotoassimilado, para
as partes ndo fotossintetizantes das plantas como raizes, 6rgdos de reserva e frutos, entre
outros. J& 0 amido é o principal carboidrato de reserva em plantas (Taiz & Zeiger 2004).

No entanto, existem variag0es nas formas de armazenamento e transporte do carbono
fixado, e um grande nimero de oligossacarideos e acucares alcoois ja foram caracterizados e
associados ao transporte de carbono em vegetais (Kandler & Hopf 1980). Algumas espécies,
por exemplo, armazenam parte do carbono fixado pela fotossintese na forma de sacarose ou
como frutanos (Hendry 1995). De fato, os frutanos séo, depois do amido e da sacarose, 0s
carboidratos de maior ocorréncia entre os vegetais superiores, encontrados em cerca de 15%
das angiospermas (Hendry & Wallace 1993).

Os frutanos podem substituir totalmente o amido em algumas espécies como Vernonia
herbacea (Carvalho & Dietrich 1993) e Viguiera discolor (Isejima & Figueiredo-Ribeiro
1993), ou coexistir com 0 mesmo em outras como Lachenalia minima (Orthen 2001) e
Triticum aestivum (Scofield et al. 2009).

Os frutanos sdo acumulados principalmente em 6rgdos subterraneos de reserva como
raizes tuberosas, rizéforos, rizomas, tubérculos e bulbos, podendo ser também armazenados
em quantidades inferiores em caules, folhas, inflorescéncias e sementes, especialmente de
Poaceae (Pollock et al. 1996).

Estruturalmente, os frutanos consistem de séries homologas de oligo- e polissacarideos
ndo redutores, originados a partir da sacarose, em que cada membro da série contém uma
unidade de frutose a mais que o membro anterior (Edelman & Jefford 1968). Uma ampla
variacdo no peso molecular dos frutanos pode ocorrer em diferentes espécies. Em geral, o
grau de polimerizagdo (GP) maximo da cadeia varia de 30 a 50 unidades de frutose, mas,
ocasionalmente, moléculas com GP 200 podem ser encontradas. O comprimento médio das
cadeias de frutanos pode variar tambem de acordo com o estadio fenoldgico, idade da planta e
com as condi¢cdes ambientais, mas existe um determinante genético para o tamanho maximo
das moléculas em cada espécie (Darbyshire & Hendry 1978).

Os frutanos ocorrem sob a forma de diferentes estruturas que sdo classificadas de
acordo com os tipos de ligagdes glicosidicas entre as unidades de frutose, com o trissacarideo
que da origem a série homologa, a presenca de glucose terminal ou interna a molécula e a

presenca ou ndo de ramificaches. Nas plantas superiores cinco estruturas podem ser
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encontradas: inulina, levano ou fleano, frutanos com ligagfes mistas ou graminanos, neosérie
da inulina e neosérie de levanos (figura 1). Os frutanos do tipo inulina s&o os mais estudados,
tendo sido isolados pela primeira vez em 1804 por Rose, a partir de Inula helenium
(Asteraceae) e, posteriormente, denominados inulina.

A inulina, que esta presente predominantemente em Asterales, € baseada no
trissacarideo 1-cestose (1-cestotriose) e apresenta unidades de frutose unidas por ligacGes do
tipo B-2,1. O levano ou fleano, encontrado predominantemente em Poales/forrageiras
(Phleum, Dactylis, Poa), é baseado no trissacarideo 6-cestose (6-cestotriose) e apresenta as
unidades de frutose unidas por liga¢6es do tipo B-2,6. Os frutanos com ligagdes mistas, p-2,1
e B-2,6, e cadeias ramificadas, sdo encontrados também em Poales/cereais (Triticum, Bromus,
Hordeum). J& a neosérie da inulina, com ligacdes p-2,1 entre as unidades de frutose, é
encontrada em alguns membros de Asparagales (Asparagus, Allium) e a neosérie do fleano,
com ligacBes B-2,6 entre as unidades de frutose, esta presente em alguns membros de Poales
(Avena, Lolium), sendo que ambas sdo baseadas no trissacarideo neocestose (6-G-cestotriose)
e sdo as Unicas entre as demais estruturas com a glucose interna a molécula (Pollock et al.
1996, Ritsema & Smeekens 2003).
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Figura 1. Estrutura dos diferentes tipos de frutanos encontrados nas espécies de plantas
superiores. (a) inulina, (b) neosérie da inulina, (c) levano e (d) frutanos de cadeia mista. A

molécula de sacarose sobre a qual a molécula de frutano € sintetizada esta circulada (Ritsema
& Smeekens 2003, modificado).

Metabolismo de frutanos

Segundo modelo descrito por Edelman & Jefford (1968) para o metabolismo de
frutanos em tubérculos de Helianthus tuberosus e, tempos depois, confirmado por Koops &
Jonker (1996) e Lucher et al. (1996), a sintese de inulina, o tipo mais simples de frutanos, é
realizada pela acdo conjunta de duas frutosiltranferases. A sacarose:sacarose 1-
frutosiltransferase (1-SST), que catalisa a transferéncia da uma unidade frutosil de uma
molécula de sacarose doadora para outra receptora, produzindo o trissacarideo 1-cestose,
conforme indicado abaixo:

G1,2sF + G1,2<F —* G-1,2-F1,2-F + G
sacarose sacarose 1-cestose g lucose
e a frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT), que catalisa a transferéncia reversivel da

unidade frutosil de uma molécula de frutano com grau de polimerizagdo > 3 para outra
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molécula de frutano ou de sacarose, resultando em moléculas de frutanos com comprimentos

de cadeias variaveis, conforme indicado abaixo:
G-F-(F),, + G-F-(F),,

doador receptor

G-F-(F)ns *+ G-F+(F)mes

Estudos atribuem a existéncia de plantas com frutanos de diferentes graus de
polimerizagéo, a diferengcas na afinidade da 1-FFT por substratos com comprimentos de
cadeia variados (Hellwege et al. 2000, Vergauwen et al. 2003). Estudos de expressédo
heter6loga do gene da 1-FFT de espécies com frutanos de diferentes graus de polimerizacéo
indicaram também que os diferentes perfis de frutanos observados nessas espécies estdo
relacionados principalmente a diferencas nas caracteristicas de suas enzimas 1-FFT (Hellwege
et al. 1998).

A 1-FFT também pode atuar na mobilizacdo de reservas. Como a transferéncia da
unidade frutosil de uma molécula de frutano para outra é reversivel, a enzima pode transferir
unidades de frutose de moléculas com GP elevados para moléculas com GP menores
facilitando a sua despolimerizacdo posterior pela enzima de hidrélise (Edelman & Jefford
1968, Hellwege et al. 1998).

A despolimerizacdo dos frutanos € catalisada pela enzima 1-frutano exohidrolase (1-
FEH), que hidrolisa de forma exolitica a unidade de frutose terminal da cadeia; a enzima nédo

atua sobre a ligacdo glicosidica da sacarose, e seus principais produtos sao frutose e sacarose.

G-F-(F), +H,0 —* G-F-{F)..+F
doador agqua

Além da 1-SST e da 1-FFT, outras enzimas atuam na biossintese de frutanos mais
complexos, com formas estruturais diferentes da inulina (Vijn & Smeekens 1999), como a
sacarose:frutano 6-frutosiltranferase (6-SFT) e frutano:frutano 6G-frutosiltransferase (6G-
FFT). A biossintese dos diferentes tipos de frutanos pode ser resumida conforme o esquema

apresentado na figura 2.
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cadeia mista
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Levano
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Figura 2. Modelo de biossintese de frutanos. Adaptado de Vijn & Smeekens (1999).

A maior parte das enzimas catalisa reagdes especificas com substratos particulares. Ja
as enzimas do metabolismo de frutanos sdo peculiares, pois apesar de possuirem doadores e
aceptores preferenciais, sdo capazes de catalisar diversas reacdes de transferéncia de grupos
frutosil, apesar de apresentarem, nessas situaces, uma eficiéncia muito menor do que a
observada com substratos e doadores preferenciais (Van den Ende et al. 1996).

A regulacdo das enzimas envolvidas no metabolismo de frutanos parece ser realizada
principalmente em nivel de transcricdo (Van den Ende et al. 2002). Segundo Pollock &
Cairns (1991) a sintese de frutanos € induzida por aumento na concentragdo de sacarose nas
células, enquanto a sua despolimerizacdo ocorre pela necessidade de liberacdo de reservas
qguando o suprimento energético € limitado (Van de Ende et al. 2002, Asega & Carvalho
2004). No entanto, outros aclcares, como glucose e frutose, mesmo que em niveis inferiores,
também sdo capazes de estimular a sintese de frutanos (Maleux & Van den Ende 2007).
Portanto, situacdes que favorecam a fotossintese ou maior disponibilidade de carboidratos séo
capazes de estimular a atividade/expressdo dos genes envolvidos na sintese de frutanos, como
observado em V. herbacea (Portes & Carvalho 2006), em Triticum aestivum (Martine-Noel et
al. 2001) e Cichorium intybus (Kusch et al. 2009). Essa resposta modulada pela
disponibilidade de fotoassimilados pode ser correlacionada com altera¢fes ao longo do ciclo
fenoldgico da planta quando, em geral, observa-se uma atividade elevada da 1-SST na fase de
crescimento vegetativo e baixa durante a rebrota na primavera, sendo o contrario observado
para a 1-FEH (Fukai et al. 1997, Asega & Carvalho 2004, Portes & Carvalho 2006).
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A desfolhagdo natural ou induzida também é correlacionada com a resposta a
concentragOes intracelulares de agUcares uma vez que a mesma interrompe o0 aporte de
fotoassimilados criando uma situacéo de déficit energético que estimula a atividade/expressédo
do gene da 1-FEH e consequente liberacdo de energia para a rebrota, como observado em V.
herbacea (Asega & Carvalho 2004, Portes & Carvalho 2006, Asega et al. 2011), C. intybus
(Van den Ende et al. 2001), Lolium perenne (Morvan et al. 1997) e Phleum pratense (Tamura
etal. 2011).

Além da concentracdo de agucares nas células, estresses ambientais como deficiéncia
de nitrogénio, déficit hidrico e baixas temperaturas, sdo capazes de promover alteracdes no
metabolismo de frutanos em diversas espécies. O estresse nutricional devido a falta de
nitrogénio induziu o aumento na concentracdo de frutanos em relacdo a plantas néo
estressadas de V. herbacea (Cuzzuol et al. 2008) e C. intybus (Van den Ende et al. 1999). Em
cevada (Hordeum vulgare), o déficit de nitrogénio promoveu o acimulo de frutanos,
associado ao aumento na transcri¢do do gene 6-SFT (Wang et al. 2000).

O estresse por baixa temperatura estimulou atividade da enzima 1-FEH e reduziu a da
1-SST em V. herbacea (Portes et al. 2008, Asega et al. 2011), enquanto em Poa pratensis,
espécie que acumula frutanos do tipo levano, o frio estimulou a atividade de enzimas de
sintese (6-SFT) e degradacdo (FEH), o que demonstra o papel de ambas enzimas na
aclimatacao ao frio (Rao et al. 2011).

O déficit hidrico é outro fator ambiental associado a alteracfes no metabolismo de
frutanos. Em plantas de V. herbacea, a supressdo da rega promoveu aumento na razdo
oligo:polifrutanos devido a um aumento inicial da atividade das enzimas envolvidas na sintese
(1-SST e 1-FFT), que posteriormente deram lugar a maior atividade da enzima de degradacéo
(1-FEH) (Garcia et al. 2011). Ja em plantulas de C. intybus, o déficit hidrico promoveu um
rapido acimulo de frutanos associado ao aumento na expressao da 1-SST (De Roover et al.
1999).

Origem da flora sintetizadora de frutanos

O surgimento da flora sintetizadora de frutanos ocorreu entre o Oligoceno (32-25
milhGes anos atras) e o Mioceno (24-15 milhdes anos atras). O Oligoceno é caracterizado
como um periodo seco com desertificagdo localizada e acompanhado por uma grande
regressdo no nivel dos mares. No Mioceno houve uma tendéncia de reducdo continua das

temperaturas, o desenvolvimento da cobertura de gelo permanente na Antartica e de regides
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extremamente secas. Nesse contexto desenvolveu-se uma vegetacdo adaptada a um clima com
disponibilidade sazonal de &gua no solo e com precipitagdo concentrada em uma época
restrita (Hendry 1995). Inicialmente foi proposto que a flora sintetizadora de frutanos tenha
surgido como uma vantagem adaptativa a condigdes de baixas temperaturas. Entretanto,
apesar de muitas plantas que produzem frutanos tolerarem periodos de baixas temperaturas
ndo existe uma evidéncia que associe a expansdo da flora que contém frutanos a episodios
prolongados de frio (Hendry 1993).

Exemplos desta flora encontram-se entre os membros das familias Asteraceae, cuja
origem est situada cerca de 25 milhGes de anos atras, e Poaceae com origem ha 12-10
milhdes anos. A distribuicdo atual das Asteraceae sugere que a familia segue um padrédo
consistente com sua origem, uma vez que atualmente a sua ocorréncia é continuamente
associada a regides de clima seco com precipitacdo consideravel, porém sazonal (Hendry
1995).

A tabela 1, adaptada de Hendry & Wallace (1993), mostra a distribuicdo dos
organismos que contém frutanos. Entre as plantas superiores, os frutanos sdo encontrados em
5 das ordens mais derivadas (Cyperales, Asterales, Campanulales, Lamiales e Poales),
perfazendo, no total, cerca de 45000 espécies que armazenam frutanos em adicdo ou
substituicdo ao amido (Hendry & Wallace 1993).

Analises filogenéticas indicam que os genes das enzimas envolvidas na sintese de
frutanos evoluiram a partir de invertases vacuolares, compartilhando com essas uma
similaridade de sequéncias de 42 a 56 % (Wiemken et al. 1995). Essas analises agrupam as
1-SST de Liliopsida (monocotiledoneas) em grupos distintos das 1-SST de Magnoliopsida
(eudicotiledbéneas), os quais apresentam maior relagdo com suas respectivas invertases
vacuolares do que com as 1-SST do outro grupo (Van den Ende et al. 2002). Ja os genes das
enzimas envolvidas na despolimerizagdo dos frutanos (1-FEH) sdo mais relacionados com
invertases de parede celular apresentando com estas, similaridade entre 43 e 59% (Van de
Ende et al. 2000, 2002).

As anélises filogenéticas indicam ainda, uma origem polifilética para os genes
envolvidos na sintese de frutanos em plantas, em pelo menos dois eventos distintos. Essa
hipotese é fortalecida pela analise das enzimas do metabolismo de frutanos em plantas
(Ritsema & Smeekens 2003), que mostrou que enzimas de uma espécie ou familia que
conferem diferentes tipos de reacdo, sdo algumas vezes mais relacionadas do que aquelas

enzimas que catalisam a mesma reacdo, mas originadas de espécies ou familias diferentes.



Tabela 1. Ocorréncia natural de frutanos em seres vivos *.

Filo ou Divisdo  Ocorréncia de frutanos Exemplos
Angiospermas Seis ordens Asterales, Poales
Gnetofitas Ausente -

Pinophyta Ausente -

Cycadophyta Ausente -
Lycopodiophyta Ausente -

Hepaticophyta  Classe principal Jungermaniales
Bryophyta Restrito a um género Sphagnum
Algae Duas ordens de algas verdes Dasycladales e

Cladophorales
Fungi Raro Aspergillus
Bacteria Generalizado Streptococus
* (Adaptado de Hendry 1993)

Papel ecofisiolégico dos frutanos

A principal funcdo dos frutanos é a de composto de reserva, acumulados quando a
capacidade fotossintética excede a demanda energética da planta e utilizados quando as
condicBes ambientais desfavorecem a fotossintese ou para garantir o crescimento
heterotrofico durante a rebrota. No entanto, o fato de serem sintetizados principalmente por
representantes de duas familias mais derivadas, Asteraceae e Poaceae, com grande sucesso
ecologico, grande numero de espécies e ampla distribuicdo, sugere que esse tipo de
carboidrato confere a elas algumas vantagens adaptativas (Hendry 1995).

Os frutanos diferem do amido em suas propriedades fisicas, sitio de estocagem e em
suas vias biossintéticas. Sdo sintetizados a partir da sacarose e acumulados nos vacuolos,
podendo alcangar niveis superiores a 70% de massa seca dos 6rgaos de reserva, impedindo a
retroinibicdo da fotossintese, sendo ainda, ao contrario do amido, soltveis em agua (Vijn &
Smeekens 1999).

Muitas foram as hipoteses para explicar o desenvolvimento dessa rota alternativa para
estocagem de carbono. Foi proposto que os frutanos evoluiram como uma forma de protecéo
a baixas temperaturas nas angiospermas; no entanto essa afirmagdo é questionada uma vez
que a flora produtora de frutanos ndo se limita as zonas temperadas. Com base na origem

desta flora, poderiamos esperar que esse tipo de carboidrato de reserva estivesse associado a
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maior sobrevivéncia das plantas em ambientes com menor disponibilidade hidrica (Hendry
1995).

De fato, estudos demonstram que os polimeros de frutose possuem um papel
importante na resisténcia ao estresse produzido por baixas temperaturas (Livingston &
Henson 1998, Kawakami et al. 2008) e déficit hidrico (Pilon-Smits et al. 1995, Garcia et al.
2011). A transformacdo de plantas de tabaco com genes para a sintese de frutanos tornou-as
mais resistentes ao frio e ao déficit hidrico (Konstantinova et al. 2002, Pilon-Smits et al.
1999).

As vantagens conferidas pelos frutanos as plantas de ambientes sujeitos ao déficit
hidrico e as baixas temperaturas foram avaliadas em diferentes espécies e diferentes
mecanismos foram propostos para esta acdo protetora. Inicialmente, foi proposto que por sua
alta solubilidade em agua os frutanos atuariam como crioprotetores, reduzindo a temperatura
de congelamento do vacuolo e aumentando a resisténcia celular pela reducdo da taxa de
desidratacdo pelo frio, ou pelo menos, conferindo tolerdncia as plantas sob baixas
temperaturas (Pontis & Del Campillo 1985, Hendry 1987, Nelson & Spollen 1987). Isso
devido ao fato de gramineas perenes de regides temperadas, que estdo naturalmente expostas
a periodos prolongados de baixas temperaturas, acumularem frutanos como carboidratos de
reserva em seus tecidos vegetativos, bainha foliar, base de caule e até lamina foliar
(Gallagher, et al. 2007). No entanto, para Hendry (1987), esse mecanismo de acdo ndo é
efetivo uma vez que sob as concentracdes encontradas nas células essa reducéo seria inferior a
1°C.

Posteriormente, levando-se em conta que a dessecacdo € um componente importante
do estresse por congelamento, foi proposto que os frutanos poderiam promover o ajuste
osmotico celular através da variacdao do seu grau de polimerizacdo (Santarius 1973, Spolen &
Nelson 1994). Assim, a degradacdo de frutanos de cadeias longas promoveria o acimulo de
solutos com baixo peso molecular os quais contribuiriam para a reducdo do potencial
osmotico e consequente manutencdo da turgescéncia celular, permitindo aos tecidos
acumuladores de frutanos reter 4gua em situagdes que favorecam a desidratacdo, como o
déficit hidrico do solo ou o congelamento.

De Roover e colaboradores (1999) observaram que pléantulas de C. intybus
apresentaram um aumento de 10 vezes o teor de frutanos quando submetidas ao estresse
hidrico. Em Vernonia herbacea a indugdo ao estresse hidrico produziu mudangas no
metabolismo de frutanos como o aumento no conteudo de frutose, sacarose e na razédo

oligo:polifrutanos, sendo essas mudancas associadas a manutencdo da turgescéncia nos
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riz6foros (Garcia et al. 2011). Baixas temperaturas também induzem alteracGes na razédo
oligo:polifrutanos, com diminuicdo do tamanho médio das cadeias de frutanos, o que permite
0 ajuste osmatico das células, promovendo a tolerancia das plantas ao frio (Van den Ende &
Van Laere 1996, Portes et al. 2008, Asega et al. 2011)

Alternativamente, os frutanos podem atuar na protecdo da membrana plasméatica em
situacdo de seca ou frio. Nos casos de desidratacdo, a remoc¢do das moléculas de &gua que
promovem a manutencdo do espaco entre os grupos lipidicos da membrana, permite uma
aproximacao das moléculas de lipideos levando a um aumento na forca de van der Waals e na
temperatura de transicdo de fase da membrana, o que causa a mudanca de fase liquido-
cristalina para gel. Quando a membrana € reidratada, a temperatura de transi¢do diminui e a
membrana volta a fase liquida cristalina. Essa transicdo leva a formacao de poros temporarios,
0s quais permitem o extravasamento do contetdo celular (Hincha et al. 2006).

Estudos demonstraram que os frutanos atuam na estabilizagdo de membranas em
condigdes de estresse. Vereyken e colaboradores (2001) revelaram que ambos, levano e
inulina, interagiram com as membranas compostas de fosfolipideos, protegendo-as durante
condicdes de estresse. Foi demonstrado, ainda, que a bicamada lipidica torna-se menos
permeavel durante o congelamento e a desidratacdo quando os frutanos estdo presentes
(Hincha et al. 2000, Hincha et al. 2002). Desta forma, a célula ndo perde sua integridade
devido ao aumento da permeabilidade e a perda da seletividade da membrana ocorridos
durante o frio e a seca (Demel et al. 1998).

Estudos recentes sugerem outra funcdo para os frutanos, a de atuarem como protetores
contra 0 estresse oxidativo, causado por espécies reativas de oxigénio (Nishizawa et al.
2008, Stoyanova et al. 2011). Foi proposto um modelo no qual os frutanos, acumulados em
grande quantidade no vacuolo, atuariam neutralizando as espécies reativas de oxigénio,
trabalhando em conjunto com compostos fendlicos vacuolares e com 0 mecanismo
antioxidante do citoplasma (Peshev et al. 2013).

Entre as espécies reativas de oxigénio biologicamente relevantes (H,O,, O," e OH) 0s
radicais hidroxila (OH") destacam-se como um dos mais perigosos (Keunem et al. 2013) por
ndo possuirem um mecanismo enzimatico de neutralizacdo conhecido (Gechev et al. 2006).
Em um estudo in vitro, comparando o poder de neutralizacdo de OH™ mediado por diferentes
compostos fendlicos e aglcares, a inulina se destacou por apresentar capacidade de sequestro
de grupos OH" superior aos demais agucares testados e ligeiramente inferiores aos compostos
fenolicos, sugerindo que os frutanos podem ter um papel importante no mecanismo

antioxidante in vivo (Peshev et al. 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3580814/#CIT0034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3580814/#CIT0034
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3580814/#CIT0051
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N&o existe um consenso sobre qual desses mecanismos atua de forma mais eficaz na
protecdo contra estresses ambientais, logo é possivel que a vantagem adaptativa mediada
pelos frutanos ocorra devido a interacdo dos fatores acima citados em propor¢des que podem

variar entre as diferentes espécies.

Importéncia econdémica dos frutanos

Além do seu papel ecologico relevante, os frutanos possuem importancia econdémica,
relacionada principalmente aos beneficios que esses carboidratos trazem a salde animal e
humana, e devido a sua ampla gama de aplicacdes na industria de alimentos.

Até pouco tempo atras as pesquisas com alimentos visavam apenas a melhorar suas
caracteristicas organolépticas. No entanto, durante os Gltimos anos, novos conceitos em
relacdo a ciéncia da nutricdo se desenvolveram, entre eles o de que os alimentos possuem
componentes que, além de exercerem suas funcdes de nutrientes, também desempenham
funcBes fisiologicas benéficas a saude (Lajolo 1998). A inulina, seja na forma de cadeias
longas, seja na forma de fruto-oligossacarideos (FOS), esta inserida nesse contexto devido as
suas caracteristicas pré-bioticas.

No trato digestorio, os frutanos ndo sofrem digestdo enzimatica e sdo fermentados pela
microflora do colén promovendo, por exemplo, o crescimento de bifidobactérias e
lactobacilos, que por competicdo inibem o desenvolvimento de bactérias patogénicas e
promovem melhorias na fungéo intestinal (Pak 2006).

Durante o processo fermentativo por esses microrganismos sdo produzidos &cidos
graxos de cadeias curtas, lactato, biomassa bacteriana e gases. Essas substancias atuam na
modulacdo do metabolismo de lipideos, diminuindo o colesterol e os triglicérides, na
diminuicdo da pressdo sanguinea e da glicemia, além de promoverem a fixagdo de minerais,
principalmente calcio, contribuindo assim para o controle da osteoporose (Capito & Filisetti
1999).

Portanto, atualmente, a inulina € muito usada na industria de alimentos como aditivo
alimentar (Capito & Filisetti 1999). Apos a extragdo e secagem, esta se apresenta como um po
branco, amorfo, higroscopico, com odor e sabor neutros, podendo ser utilizada na forma de
solugdo aquosa para promover um aumento da viscosidade da solucdo e formacdo de gel
cremoso com textura semelhante a gordura (Niness 1999).

As diferencas no tamanho das cadeias mais longas de inulina e dos fruto-

oligossacarideos levam a diferentes aplicacGes tecnologicas. Dessa forma, a inulina é
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utilizada na inddstria como substituto de gorduras e fibras alimentares, sendo considerada
fibra sollvel, enquanto os fruto-oligossacarideos possuem aplicagdes industriais similares aos
xaropes de frutose, sacarose ou glucose, sendo utilizados para espessar produtos lacteos,
reduzir a perda natural de agua em produtos de panificagdo, diminuir o ponto de
congelamento de sobremesas congeladas, fornecer crocancia a biscoitos de baixo teor de
gordura e agir como um aglutinante em barras nutricionais de cereais (Hauly & Moscatto
2002).

A inulina também pode ser utilizada na producdo de xaropes de frutose, que em
comparagdo com a sacarose tem maior poder edulcorante, € menos cariogénica, possui maior
solubilidade em &gua e menor viscosidade. Além disso, niveis baixos desse carboidrato
podem ser metabolizados sem a necessidade de insulina, 0 que a torna um adocante

alternativo para diabéticos (Kosaric 1984, Blakely et al. 1995).
Frutanos na flora brasileira

No Brasil, espécies que acumulam frutanos sdo amplamente distribuidas no bioma
Cerrado. O Cerrado corresponde hoje a 21% do territério brasileiro e é caracterizado por
clima com sazonalidade hidrica bem definida, verdo umido e inverno seco, com até cinco
meses de duracdo (Coutinho 2002). O inverno seco associado a baixas temperaturas e
disponibilidade de nutrientes reduzida contribui para as baixas taxas de crescimento
encontradas em plantas de Cerrado (Felippe & Dale 1990, Isejima & Figueiredo-Ribeiro
1991, Carvalho et al. 1997).

Além das condicBes climaticas adversas, o Cerrado apresenta um solo profundo,
poroso, permeavel, constituido de uma mistura de areia e argila, em proporc¢des diferentes,
com baixa retencdo de agua, baixa capacidade de troca catidnica e pobre em nutrientes. O solo
é 4cido, o pH varia entre 4 e 5, devido em parte ao alto nivel de AI**. Estas condigdes
contribuem para formacdo de uma vegetacdo xeromdrfica e rica (Eiten 1972).

A vegetacdo do cerrado apresenta um estrato arboreo constituido por &rvores e
arbustos com troncos tortuosos, revestidos por casca espessa, com folhas coriaceas, duras e
brilhantes ou revestidas por tricomas, e um estrato herbaceo, caracterizado por uma alta
diversidade de espécies. Ambos os estratos sdo heliofilos, ou seja, se desenvolvem
plenamente em condicdes de intensa luminosidade solar.

Entre as espécies do estrato herbaceo da vegetacdo do Cerrado, uma das estratégias

empregadas para superar 0s extremos de temperatura, a seca e 0 estresse nutricional € a
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presenca marcante de 6rgdos subterrdneos espessados, que atravessam periodos de acimulo
de fotoassimilados durante o seu ciclo de desenvolvimento (Mantovani & Martins 1988).
Esses Orgdos subterraneos sdo estruturas perenes que garantem nao apenas a sobrevivéncia
das plantas durante os periodos de condi¢des ambientais adversas, mas também, em muitos
casos, a reproducéo vegetativa destas plantas (Coutinho 2002).

Em estudo realizado em uma area de cerrado na Estacdo Experimental e Reserva
Biologica de Mogi Guagu (SP), foi observada uma ampla distribuicdo de carboidratos
solGveis em 6rgdos de reserva subterraneos em espécies do extrato herbaceo, dentre essas,
Vernonia herbacea e V. discolor que se destacaram por uma alta concentracdo de frutanos,
cerca de 80% de massa seca (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986). Em um estudo posterior foram
analisadas 35 espécies herbaceas da familia Asteraceae e dessas, 60% apresentaram frutanos
do tipo inulina nos 6rgaos de reserva (Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993).

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby é uma espécie de Asteraceae com habito perene,
nativa do cerrado, que apresenta riz6foros como érgéos de reserva subterraneos (Carvalho &
Dietrich 1993). Adaptadas as condic¢des do Cerrado, as plantas de V. herbacea apresentam um
padrdo de desenvolvimento sazonal que envolve brotacdo das gemas presentes nos rizoforos,
na primavera, seguida de um periodo de crescimento rapido da parte aérea que continua
durante o verdo até o inicio do outono, quando o crescimento do caule cessa e tem inicio a
senescéncia, seguida da abscisdo da parte aérea e dorméncia da planta. Ao final do inverno,
com a quebra da dorméncia, novas gemas brotam completando o ciclo fenoldgico da planta.
Durante os diferentes estadios de desenvolvimento de V. herbacea foram observadas
varia¢des no contedo de frutanos que evidenciam o papel dos mesmos como um composto
de reserva para a espécie (Carvalho & Dietrich 1993).

Segundo Sassaki e colaboradores (1999), a taxa de germinacdo de sementes de V.
herbacea é baixa, sendo 11% para sementes recém-coletadas e 7% quando as sementes sdo
armazenadas a 4°C. Apesar da baixa taxa de germinacdo, plantas de V. herbacea apresentam
propagacao vegetativa, por meio de seus rizoforos (Carvalho & Dietrich 1993).

O alto teor de frutanos possibilita a indicacdo desta espécie como uma alternativa para
a producdo comercial deste composto (Carvalho et al. 1998, Cuzzuol et al. 2008), obtido
quase unicamente de raizes tuberosas da asteracea Chicorium intybus L. (Van den Ende et
al. 2002).

A avaliagdo do desempenho agricola em campo indicou que V. herbacea é pouco
exigente em nutrientes e ndo responde favoravelmente a elevada adubacdo nitrogenada;

resultados positivos foram obtidos com doses de 20 kg ha™ no plantio e de 6 a 12 kg ha™* em
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cobertura (Cuzzuol et al. 2003). Esses resultados foram reforcados por estudos em que o
tratamento com solugdes nutritivas diluidas favoreceu o crescimento dos rizoforos e o
acumulo de frutanos, enquanto solucGes mais concentradas favoreceram o desenvolvimento
da parte aérea (Cuzzuol et al. 2005).

Cuzzuol e colaboradores (2008) cultivaram plantas de V. herbacea em solugbes
nutritivas por um periodo de 12 meses e posteriormente, dividiram as plantas em dois grupos,
um controle, com a mesma solucdo (N-suficiente), e o outro, com uma solucéo limitada em
nitrogénio (N-limitada), seguindo-se um cultivo por mais 6 meses. As plantas controle
apresentaram alto crescimento vegetativo e baixo acumulo de frutanos, enquanto nas plantas
com fornecimento limitado de nitrogénio, o crescimento foi limitado e o teor de frutanos
aumentou. Entretanto, os autores verificaram que, devido ao aumento da biomassa dos
rizoforos nas plantas controle, a producdo de frutanos por plantas foi superior neste
tratamento.

Estudos sobre o metabolismo de frutanos em V. herbacea mostram a importancia da
inulina como composto de reserva nessa espécie. Asega & Carvalho (2004) observaram que
apos a desfolha induzida, ocorre aumento na atividade da enzima 1-FEH associado ao
crescimento de novos ramos. Outro fator associado ao aumento da atividade da enzima 1-FEH
com consequente alteracdo na razdo oligo:polifrutanos é o estresse por baixa temperatura
(Portes et al. 2008, Asega et al. 2011).

O conteudo de frutanos e as atividades enzimaticas foram analisados ao longo do eixo
longitudinal dos rizéforos de plantas de V. herbacea em diferentes fases fenolégicas (Portes &
Carvalho 2006), sendo verificada uma distribuicdo espago-temporal com um gradiente
decrescente de atividade biossintética a partir da regido apical/distal para regido
basal/proximal do riz6foro durante a fase vegetativa e um gradiente crescente de atividade de
despolimerizacdo no sentido distal-proximal do riz6foro na fase de brotagdo. A atividade da
1-SST foi praticamente ausente nas fases de brotacdo e dorméncia, enquanto a atividade de 1-
FEH ocorreu principalmente em plantas induzidas a brotacdo. A atividade de 1-FFT foi
detectada em todas as fases fenoldgicas em toda a extensdo dos riz6foros, com um padréo de
distribuicéo espacial similar ao observado para a 1-SST. Com relacdo a 1-FEH foi verificado
através de analise de northern blot que essa diferenca espacial da atividade se deve a uma
transcrigéo diferencial do gene ao longo do eixo do rizéforo (Asega et al. 2008).

O efeito de mudancas climéaticas também foi avaliado em V. herbacea, tendo-se
observado que concentragOes elevadas de CO, promoveram um aumento nas taxas de

fotossintese e crescimento, levando a uma maior produtividade de frutanos, devida ao
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aumento de biomassa aérea e subterrdnea. Em condicdo de elevado CO, as plantas
apresentaram maior atividade das enzimas de biossintese e menor das enzimas de degradacéo
de frutanos (Oliveira et al. 2010).

Cultivo in vitro

A cultura de tecidos refere-se ao desenvolvimento de o6rgdos, tecidos e/ou células
isoladas do organismo. Trata-se de uma técnica amplamente utilizada na propagacéo clonal,
em programas de melhoramento e no estudo dos metabolismos primario e secundério, por
propiciar a manutencao das plantas em condig¢des controladas.

A maioria das células vegetais possuem a capacidade de regenerar um organismo por
inteiro. Esta capacidade é explorada no cultivo in vitro para formar gemas, raizes e embrides,
e dessa forma, possibilitar avangos no conhecimento de diversos processos em fisiologia,
bioquimica e genética de plantas (Torres et al. 1999). O crescimento e desenvolvimento das
plantas sdo fundamentalmente controlados por substancias reguladoras de crescimento. O
estabelecimento de um protocolo eficiente de regeneracdo in vitro € um processo empirico,
em que sao testadas diferentes fontes de explantes, composi¢Ges minerais do meio de cultivo,
acucares, reguladores hormonais, além de diferentes condi¢des de temperatura, fotoperiodo e
luminosidade. No entanto, o conhecimento prévio da espécie em estudo e de suas respostas a
esses fatores, pode ser utilizado para direcionar os estudos (Peres 2002). A escolha do tipo de
explante é definida pelo tipo de cultura que se pretende iniciar, a finalidade dessa cultura e por
caracteristicas da espécie (George et al. 2008).

De acordo com Handro e Floh (1990), quando as células sdo liberadas do controle
promovido pelo organismo integro e sdo expostas a uma nova condicdo, essas podem se
desdiferenciar, retornar a condi¢cdo embriogénica, sendo que seus genomas podem entéo ser
expressos de outras formas, levando, por exemplo, ao desenvolvimento de novas estruturas.

A regeneracdo in vitro pode ocorrer pela embriogénese ou organogénese. Na
embriogénese sdo formadas estruturas muito semelhantes aos embrides zigoticos a partir do
explante (embriogénese direta) ou a partir de uma ou de um grupo destas em calos
previamente formados (embriogéese indireta) (Handro & Floh 1990). A organogénese esta
relacionada a obtencdo de eixos caulinares monopolares, provenientes de gemas pré-exitentes

ou neoformadas, podendo ser obtidas das formas direta e indireta (Guerra & Nodari 2006).
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A formacéo de brotos e raizes em meio de cultura é controlada principalmente pelo
balango auxinas/citocininas no meio: um balanco favoravel a auxina promove a formacao de
raizes enquanto o balanco favoravel a citocinina induz a formacdo de gemas caulinares
(Skoog & Miller 1957). Para Thorpe (1994), o sucesso da regeneracdo in vitro depende de
varios fatores, como o gendtipo, tipo, idade e tamanho dos explantes, composi¢do do meio de
cultura, condicdes de cultivo e dosagens de reguladores vegetais.

A presenca de frutanos em tecidos vegetais regenerados in vitro ja foi relatada para
diversas espécies. Exemplos podem ser citados para as espécies de cerrado Viguiera discolor
e Gomphrena macrocephala, acumuladoras de frutanos em suas raizes tuberosas. Em V.
discolor o cultivo de segmentos nodais em meio de cultura MS (Murashige & Skoog 1962)
com metade da concentracdo de macronutrientes e livre de reguladores, resultou em 50% de
enraizamento. A incubagdo de né caulinares em meio suplementado com 0,5 mg L™ de &cido
naftalenoacético (ANA) resultou na regeneracdo de plantas com raizes ndo espessadas,
enquanto a adicdo de 3 mg L™ de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) resultou na formacao
de calos friaveis. Inulina foi detectada nas raizes tuberosas regeneradas in vitro, mas em
concentrag0es muito abaixo das encontradas em condic¢des de campo (Itaya et al. 2005). Em
calos de Gomphrena macrocephala os frutanos detectados foram na sua maioria de baixo
peso molecular, enquanto no meio de cultura os frutanos com alto peso molecular liberados
representaram 98% do total detectado. Além disso, curiosamente, os frutanos produzidos in
vitro foram os da série da inulina em contraste com os da série dos fleanos, encontrados em
raizes tuberosas de plantas in vivo (Vieira et al. 1995).

No cultivo in vitro de H. tuberosus, a producdo de calos foi obtida com 1 mg L™ de
2,4-D + 1 mg L de cinetina, enquanto 0,5 mg L™ ANA + 3 mg L™ de 6-benzilaminopurina
(BAP), favoreceu a regeneracdo de brotos. No entanto, os autores nao avaliaram a formacéo
de frutanos durante o cultivo nessas condic¢des (Taha et al. 2007).

A liberacédo de frutanos no meio de cultura em suspensdes celulares foi reportada em
P. pratense, e os frutanos detectados possuiam caracteristicas semelhantes aos encontrados
nos tecidos in vivo (Hale et al. 1987).

Por propiciar a manutencdo de plantas, ou partes dessas, em situagdes distintas das
encontradas no ambiente natural, o cultivo in vitro vem sendo utilizado no estudo do
metabolismo de frutanos. Em Agave tequilana e A. inaequidens, o cultivo de plantas em
meios de cultura suplementados com 8% de sacarose e diferentes reguladores vegetais

(cinetina, acido abscisico, metiljasmonato e &cido salicilico) estimulou a expressdo dos genes
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1-SST e 1-FFT, promovendo o acimulo de frutanos (Suarez-Gonzélez et al. 2013). J& Kusch
et al. (2009), utilizando culturas de raizes de C. intybus, verificaram que um aumento na razao
carbono/nitrogénio favoreceu a sintese de frutanos. Os autores também verificaram que a
adicdo de inibidores da sinalizacdo de Ca*?, proteinas kinases e fosfatases ao meio de cultura,
reprimiu a sintese de frutanos.

A literatura mostra que diversas espécies de Asteraceae sao facilmente propagadas por
meio do cultivo in vitro (Itaya et al. 2005, Kusch et al. 2009, Taha et al. 2007), sendo que
para muitas a organogénese pode ser facilmente obtida com o cultivo de explantes foliares.
Pode-se também verificar o potencial desta técnica em estudos com o objetivo de determinar
0s mecanismos envolvidos na regulagdo do metabolismo de frutanos.

As pesquisas realizadas com V. herbacea indicam o seu potencial como fonte
produtora de frutanos e sugerem o seu cultivo, visando a preservacao de recursos naturais € o
uso sustentavel de areas de Cerrado (Carvalho & Figueiredo-Ribeiro 2001). Entretanto faltam
estudos de melhoramento genético e desempenho agricola que deem suporte ao cultivo para
utilizacdo e aproveitamento econémico da espécie.

Considerando a importancia ecoldgica e econémica dos frutanos, e o alto potencial de
V. herbacea como opcdo para a obtencdo desse carboidrato, torna-se importante o
aperfeicoamento de técnicas que auxiliem nos estudos do metabolismo de frutanos e que
fornecam suporte para 0 melhoramento genético da espécie, visando a sua utilizacdo como

fonte comercial de frutanos do tipo inulina.
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Figura 3. Aspecto geral de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
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2 OBJETIVO

Tendo em vista os elevados teores de frutanos em rizoforos de Vernonia herbacea e a

importancia ecologica e econdmica desses carboidratos, o objetivo deste trabalho foi:

- estabelecer um protocolo eficiente para o cultivo in vitro em Vernonia herbacea e avaliar o
potencial desta técnica na multiplicacdo da espécie,

- avaliar a ocorréncia e a producéo de frutanos em folhas, caules, raizes e rizoforos de plantas
de Vernonia herbacea cultivadas in vitro,

- estudar o metabolismo de frutanos em plantas de Vernonia herbacea cultivadas in vitro sob

o efeito de diferentes fontes de carbono ou diferentes concentracGes de sacarose.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo in vitro de Vernonia herbacea

Material vegetal

Aquénios e rizéforos foram coletados de plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby,
na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi Guagu, SP (22° 18°S, 47° 11’W). Os
aquénios foram utilizados nos experimentos de germinacgdo in vitro. Os riz6foros foram
utilizados na propagagéo vegetativa conforme Oliveira e colaboradores (2010) e as plantas
matrizes obtidas foram plantadas em vasos de 3 L contendo mistura de solo de cerrado e
composto organico 1:1 (v/v) e mantidas em casa de vegetacao.

Para a assepsia, 0s aquénios foram desinfestados inicialmente por imersdo em solucéo
de etanol (70%) e, em seguida, em solucéo de hipoclorito de sodio, contendo 2,5% de cloro
ativo, permanecendo sob agitacdo por 30 min, ap6s o que foram lavados com agua destilada
estéril (3x), em condicBes assépticas. As folhas e rizoforos coletados de plantas matrizes
foram lavados em &gua corrente por 30 min, seguido de imersdo em etanol 70% e posterior
transferéncia para solucdo de hipoclorito de sédio comercial, contendo 0,75% de cloro ativo.
O material permaneceu sob agitacdo por 30 min sendo, em seguida, lavado com &gua
destilada estéril (3x), em condicGes assépticas. A figura 4 apresenta um resumo esquematico

dos diferentes tipos de explantes e experimentos realizados.

Experimento:

. Plantas em Explantes Cultivo in vitro Calos .
Rizoforosmmsp  casa de ) oliares (AIB x BAP) — friéveis- metabolismo de
vegetagio frutanos em calos

Multiplicagdo ) Aclimatagdo

seguimentos nodais Experimento: cultivo
/ em diferentes fontes
Regeneragio de de carbono
Plantas Fragmentos :
Sementes w=—p g =) um lote uniforme ,

in vitro de rizéforos

de plantas
\ P \ Experimento: cultivo
em diferentes doses

Caracterizagdo dos
de sacarose

frutanos nos érgdos
in vitro

Figura 4. Representacdo esquematica dos diferentes tipos de explantes e tratamentos

utilizados no estabelecimento do cultivo in vitro em V. herbacea.
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Conteudo e composicao de frutanos em plantas cultivadas in vitro e em casa de vegetacao

Além da germinacdo in vitro de aquénios, visou-se a quantificacdo e a caracterizacao
dos carboidratos soltveis nas plantas obtidas e sua comparacdo com plantas mantidas em casa
de vegetacgdo. Para tanto, aguénios foram selecionados descartando-se aqueles com sementes
mal formadas, escurecidas e predadas por insetos. Em seguida, foram desinfestados e
incubados em placas de Petri contendo 30 mL de meio de cultura MS (Murashige & Skoog
1962) com metade das concentragdes de macronutrientes, 3% de sacarose e 0,8% de agar, pH
5,8 a 25°C (+3), em fotoperiodo de 14h (22,5 pmol foton m? s™). Apés a germinacéo, as
plantulas foram transferidas para frascos individuais de 350 mL, contendo 50 mL do mesmo
meio de cultura e mantidas nas mesmas condicdes de incubacéo.

O teor de frutose total foi determinado em folhas, caules, raizes e rizéforos de plantas
cultivadas in vitro e em casa de vegetacdo. As amostras de plantas cultivadas in vitro foram
coletadas de plantas com 15 meses de cultivo e as amostras de casa de vegetacdo foram
coletadas no més de fevereiro, de plantas com 12 meses de cultivo e em pleno crescimento

vegetativo, cultivadas em vasos de 3 L contendo solo de cerrado.

Enraizamento de segmentos nodais

O experimento visou a rapida multiplicacdo das plantas obtidas por germinacao in
vitro. Para tanto, segmentos nodais medindo 20 mm de comprimento e contendo uma folha e
gema lateral, obtidos de plantas germinadas in vitro, foram inoculados individualmente em
tubos de ensaio de 24 mm x 175 mm, contendo 10 mL do meio de cultura MS com metade
das concentracdes de macronutrientes, 3% de sacarose e 0,8% de agar, pH 5,8, suplementado
com &cido indolbutirico (AIB) nas concentragdes de 0; 0,05; 0,1 e 0,5 mg L™. O material foi
incubado a 25°C (+3), em fotoperiodo de 14h (22,5 pmol foton m? s™).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 14 repeticdes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituida por um tubo de ensaio com um segmento nodal.
A avaliacdo foi realizada apds 60 dias, determinando-se o numero de folhas formadas,
comprimento da parte aérea, formacao de calos e raizes.

Segmentos enraizados in vitro em meio livre de regulador foram cultivados por um
periodo de 60 dias, em frascos de 350 mL contendo meio de cultura livre de reguladores,
incubados a 25°C (+3), em fotoperiodo de 14h (22,5 umol foton m? s?) e em seguida,

submetidos ao processo de aclimatacdo para a condigdo ex vitro. Para tanto, 60 plantas foram
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transferidas para vasos de 0,5 L contendo substrato autoclavado (Plantmax - hortali¢as) em
namero de trés por vaso e cobertas com saco plastico transparente. Os vasos foram mantidos a
sombra e a retirada do plastico foi realizada gradualmente por um periodo de 30 dias, quando

as plantas foram transferidas para casa de vegetacéo.
Regeneragdo e conteudo de frutanos em calos

O experimento visou a avaliar o efeito de reguladores vegetais na regeneracao in vitro.
Discos foliares com 6 mm de didmetro, obtidos de folhas de plantas matrizes cultivadas em
casa de vegetacdo, foram incubados em placas de Petri contendo 30 mL do meio de cultura
MS com metade das concentracdes de macronutrientes, 3% de sacarose e 0,8% de agar, pH
5,8, suplementado com os reguladores vegetais 6-benzilaminopurina (BAP) e acido
indolbutirico (AIB) conforme apresentado na tabela 2, e mantidos a 25°C (+3), em
fotoperiodo de 14h (22,5 pmol foton m?s™).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 5 repeti¢fes, sendo cada
repeticdo constituida de uma placa de Petri com 8 explantes. A avaliacdo do experimento foi
realizada apds 30 dias, determinando-se a massa e 0 nimero de explantes com formacéao de
calos e d6rgdos. O teor de frutose total e a analise cromotografica para a determinacdo dos
perfis de frutanos foram realizados em duas linhagens de calos regenerados a partir de folhas
cultivadas por 30 dias em meio suplementado com 0,5 mg L™ de AIB (linhagem friavel) e 1

mg L™ de BAP (linhagem compacta).

Tabela 2. Combinacdes dos reguladores vegetais 6-benzilaminopurina (BAP) e acido

indolbutirico (AIB) (mg L™), utilizadas em experimentos de regeneracdo in vitro.

BAP
AlB 0 0,25 0,5 1 2
0 0+0 0+0,25 0+0,5 0+1 0+2
0,05 0,05+0 0,05+0,25 0,06+0,5 0,05+1 0,05+2
0,1 0,1+0 0,1+0,25 0,1+05 0,1+1 0,1+2
0,5 05+0 0,5+0,25 0,5+0,5 05+1 05+2
1 1+0 1+0,25 1+0,5 1+1 1+2

O efeito de outros reguladores vegetais foi avaliado em folhas obtidas de plantas

oriundas da germinacdo in vitro. Para tanto, fragmentos foliares foram incubados em placas
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de Petri contendo 30 mL do meio de cultura MS com metade das concentragdes de
macronutrientes, 3% de sacarose e 0,8% de agar, pH 5,8, suplementado com 0; 0,5; 1; 2 e 5
mg L de thidiazurom (TDZ), cinetina (KIN) ou écido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D),
mantidos a 25°C (+3), em fotoperiodo de 14h (22,5 umol foton m? s). O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com 3 repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida de
uma placa de Petri com 10 explantes. A avaliagdo do experimento foi realizada ap6s 30 dias,

determinando-se o numero de explantes com formacdo de calos e érgéos.
3.2 Estudo do metabolismo de frutanos em calos

O experimento visou avaliar o potencial de calos friaveis de V. herbacea no estudo do
metabolismo de frutanos.

Calos fridveis regenerados a partir de fragmentos foliares de V. herbacea foram
cultivados em meio de cultura MS com metade das concentragdes de macronutrientes, 3% de
sacarose e 0,8% de agar, pH 5,8 , suplementado com 0,5 mg L™ de AIB. O material foi
cultivado em placa de petri com 30 mL do meio de cultura e subcultivado a cada 30 dias por
um periodo de 5 meses e posteriormente utilizado na instalacdo do experimento. Calos foram
inoculados em frascos de 130 mL contendo 50 mL de meio de cultura acima descrito e
cultivados por até 9 semanas. As condicBes de cultivo utilizadas foram temperatura media de
25°C (+3) e fotoperiodo de 14h (22,5 pmol foton m s%).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes por
coleta, sendo cada repeticdo um frasco com 4 inéculos de calo com massa inicial de
aproximadamente 0,3 g. As coletas do material foram realizadas com 0, 3, 5, 7 € 9 semanas de
cultivo e o material foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C até a
realizacdo das extracOes de carboidratos e enzimas.

A avaliacdo do experimento foi realizada por meio da determinacdo do contetdo e
composicao de frutanos, e da atividade das enzimas 1-SST, 1-FFT e 1-FEH, detalhadamente

descrito no item 3.5.
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3.3 Isolamento de cDNAS de interesse em Vernonia herbacea
Material vegetal

Os rizoforos utilizados na extracdo de RNA total para o isolamento de genes de
interesse foram retirados de plantas matrizes de V. herbacea em pleno crescimento vegetativo,
cultivadas em vasos de 3 L contendo mistura de solo de cerrado e composto organico 1:1

(v/v) e mantidas em casa de vegetacao.
Extracdo do RNA total

Para extracdo do RNA total, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido,
maceradas em almofariz para obtencdo de p6 fino na presenca de Ny liquido e armazenadas
em freezer -80°C. Para cada 100 mg de amostra foi adicionado 1 mL do reagente Trizol
(Invitrogen), ap6s o que a mistura foi agitada em vortex e incubada por 5 min a 30°C. Em
seguida foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio, seguido de agitacdo manual vigorosa por 15 s
e incubagdo a 30°C por 5 min e, entdo, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 15
min a 4°C. A fase aquosa correspondente ao RNA foi coletada e transferida para outro tubo,
ao qual se adicionou 0,5 mL de isopropanol, sendo a mistura agitada e incubada por no
minimo 15 min a 4°C, seguido de centrifugacdo a 12000 x g por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet formado, correspondente ao RNA, foi lavado com 1 mL
de etanol 75% em agua, agitado em vortex e centrifugado a 7500 x g por 5 min a 4°C,
descartando-se o sobrenadante ao final do processo. O pellet foi deixado para secar e em
seguida , foi resuspendido em 50 pL de &gua livre de RNA contendo 4 pL mL™? de inibidor
de RNase (RNaseOUT, Invitrogen) e armazenado a -20°C.

As amostras de RNA total foram quantificadas em nanofotdometro (Implen) e a
qualidade do RNA total foi avaliada por separacdo em gel de agarose 1% em tampéo TAE 1X
a 2,8 V/cm. Apenas amostras de RNA total integro e com valor da razdo de absorbancia

1260/280 entre 1,8 e 2,0 foram selecionadas para utilizagéo.
Construcéo de primers

Para isolar a sequéncia parcial dos genes que codificam as enzimas sacarose:sacarose

1-frutosiltransferase (1-SST) e frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT) e do fator de



25

alongamento 1-alpha (EF) em V. herbacea, foram realizados alinhamentos de sequéncias dos
referidos genes isolados de outras espécies e cujas sequéncias se encontram depositadas no
Genbank.

As espécies cujas sequéncias foram utilizadas no alinhamento foram: Stevia
rebaudiana (AY157315.1), H. annuus x Helianthus debilis (AY094064.1), Chrysanthemum
seticuspe f. boreale (AB679278.1), Gerbera hybrid (EU126916.1), C. intybus (AY378166.1),
Carthamus tinctorius (HQ891310.1), Ageratina adenophora (EF413022.1) para o gene EF; C.
intybus (JQ346799.1), C. intybus (U81520), Taraxacum officinale (AJ250634), H. tuberosus
(AJO09757), Agave tequilana (DQ535031), Allium cepa (AJO06066), Triticum aestivum
(AB029888), Hordeum vulgare (AJ567377), Lolium perenne (AY245431), para o gene 1-SST
e H. tuberosus (AJ009756.1), V. discolor (AJ811625.1), Cynara scolymus (AJ000481.2),
Echinops ritro (AJ811624.1), Triticum aestivum (AB088410.1), Triticum aestivum
(AB088409.1) para 0 gene 1-FFT. Os codigos entre parénteses correspondem ao nimero de
acesso das sequéncias no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Os alinhamentos foram obtidos através do programa Clustal X 2.07 (Larkin et al.
2007) para localizacdo das regiBes conservadas. As regifes conservadas foram, entdo,
utilizadas para o desenho dos primers com auxilio do programa Primer 3 Plus
(www.bioinformatics.nl). Os primers selecionados foram analisados quanto ao teor de CG
(%), TM (°C), formacdo de grampos, homodimeros e heterodimeros, com o auxilio do
programa Oligo Analizer (www.idtdna.com), e a especificidade dos primers foi verificada
através da ferramenta BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Os primers selecionados
(Tabela 3) foram utilizados para amplificacdo dos fragmentos desejados e posterior

sequenciamento dos mesmaos.

Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo de cDNA parcial e sequenciamento dos genes
1-SST, 1-FFT e EF de Vernonia herbacea.

Gene Sequéncia do primer Fragmento Temp.
(pb) Melting (°C)
1-FFT F5-TGTTGGAYGAGCCGTTGCAYTC-3 561 68
R 5-TTGCAACKATGTCCAACTGYGTAG-3 64
1-SST F 5-GACATGATCAACTGGTTCCATCTA-3 384 60
R 5-ACACATTCCCACATACCAGTATG-3 59
EF F 5-AACCACCGGTCCACTTGATCTAC-3 464 60

R 5-ATGATGAAACTTCCTTCACGATTT-3 60



http://www.bioinformatics.nl/
http://www.idtdna.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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Sintese do cDNA

Para obtencdo do cDNA a ser utilizado na amplificacdo parcial dos genes de interesse,
RNA total foi extraido de amostras de rizoforos, conforme descrito anteriormente. Para
eliminar o DNA genémico contaminante, as amostras foram tratadas com a enzima DNase I,
isenta de RNase (Fermentas). Seguindo as orientagOes do fabricante, em um tubo livre de
RNAse foram adicionados 1 g de RNA total, 1 pl de 10x reaction buffer com MgCly,, 1 pl
de DNase | e o volume foi completado para 10 pl com agua deionizada. A reacgéo foi incubada
a 37°C por 30 min. Para finalizar a reacéo, foi adicionado 1 pl de 50 mM EDTA seguido de
incubagdo a 65°C por 10 min e armazenamento a -20 °C, ate utilizagao.

A sintese do cDNA foi feita utilizando-se o kit First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas), a partir de 1 pg de RNA total tratado com DNAse. Seguindo as orientaces do
fabricante, em um tubo livre de RNAse foram adicionados 1 pg de RNA, 1 pl oligo (dT)qs, 4
pl de 5x reaction buffer, 1 pl de Ribolock™ RNase Inhibitor, 2 pl de 10 mM dNTP Mix e 1
ul de RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase. A reacéo foi incubada a 42°C

por 60 min, a 70°C por 5 min e, em seguida, o cDNA foi armazenado a -20°C.
Amplificacéo e isolamento dos fragmentos dos genes de interesse

O cDNA sintetizado foi amplificado por PCR, as reacGes foram realizadas utilizando
os primers especificos (tabela 3) e o Kit GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega),
seguindo as orientagdes do fabricante e conduzidas em termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorff). As reacdes foram conduzidas com o seguinte programa: 2 min a 94°C, seguidos
de 35 ciclos de 45 sa94°C, 1 min a58°C, e 1 min a 72°C e mais um ciclo de 1 min a 72°C.

Os fragmentos gerados foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampdo TAE1X, e purificados com auxilio do kit “Quick gel extraction & PCR Purification
COMBO Kit” (Invitrogen), seguindo-se as orientac0es do fabricante. Os fragmentos
purificados foram quantificados em nanofotdmetro (Implen) e utilizados na reacdo de

seguenciamento.
Reacdo de sequenciamento

A reagdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o Kit “Big Dye Terminator

v.3.1” (Applied Biosystems). Para tanto, em um tubo livre de contaminantes foram
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adicionados 0,1 pg de DNA, 3 pmoles de primer (direto ou reverso), 3 pl de tampéo de
sequenciamento, 2 pl de Big Dye e o volume foi completado para 15 pl com agua deionizada.
A reacdo foi incubada por 2 min a 96°C, seguido de 35 ciclos de 45 s a 96°C, 30 sa50°C, e 4
min a 60°C.

O DNA da reacédo foi precipitado em 25 pl de solucdo de precipitacdo (2750 pl de
etanol 100%, 110 pl de solucdo 3 M NaAc pH 5.2, 110 pl de glicogénio 1 mg ml™), seguido
de agitacdo e incubacdo em gelo por 15 min. Apds centrifugacdo a 1500 x g por 30 min, o
sobrenadante foi descartado e a seguir adicionou-se 50 pl de etanol 70% em &gua, gelado,
seguindo-se nova centrifugacdo a 1500 x g por 30 min. O sobrenadante foi novamente
descartado e os precipitados foram colocados para secar por 1 h em local protegido de luz. As
amostras foram encaminhadas ao Servico de Sequenciamento de DNA — SSDNA do Instituto
de Quimica da USP.

A especificidade das sequéncias obtidas foi verificada com o auxilio da ferramenta
BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST).

Alinhamento das sequéncias e andlise filogenética

Para a andlise filogenética das sequéncias de aminoacidos deduzidos dos genes 1-SST
e 1-FFT, as mesmas foram comparadas com sequencias de diferentes grupos obtidas no
GenBank.

Foi utilizado um total de 32 sequencias, sendo 13 sequéncias de sacarose:sacarose 1-
frutosiltransferase (Vh.Sst: 1-Sst de Vernonia herbacea; Ci.Sst: 1-Sst de C. intybus -
JQ346799.1; To.Sst: 1-Sst de Taraxacum officinale -AJ250634.1; Ht.Sst: 1-Sst de H.
tuberosus -AJ009757.1; At.Sst(1): 1-Sst de Agave tequilana -DQ535031.1; Ac.Sst: 1-Sst de
Allium cepa -AJ006066.1; Ta.Sst: 1-Sst de Triticum aestivum -AB029888.1; Hv.Sst: 1-Sst de
Hordeum vulgare -AJ567377.2; Lp.Sst: 1-Sst de Lolium perenne -AY245431.1; Sc.Sst: 1-Sst
de Secale cereale -JQ728010.1; Tt.Sst: 1-Sst de Triticum turgidum -EU981912.2; At.Sst(2):
1-Sst de Aegilops tauschii -FJ487950.1; Fa.Sst: 1-Sst de Festuca arundinacea -AJ297369.1),
11 sequéncias de frutano:frutano 1-frutosiltransferase (VVh.Fft: 1-Fft de Vernonia herbacea;
Ht.Fft: 1Fft de H. tuberosus -AJ009756.1; VVd.Fft: 1-Fft de V. discolor -AJ811625.1; Cc.Fft:
1-Fft de Cynara cardunculus -AJ000481.2; Er.Fft: 1-Fft de Echinops ritro -AJ811624.1;
Ta.Fft: 1-Fft de Triticum aestivum -AB088410.1; As.Fft: 1-Fft de Aegilops searsii -
EU981914.2; Tu.Fft: 1-Fft de Triticum urartu -EU981913.1; At.Fft: 1-Fft de Agave tequilana
-EU026119.1; Bp.Fft: 1-Fft de Bellis perennis -AJ811697.1; Dp.Fft: 1-Fft de Doronicum
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pardalianches -AJ811696.1), 6 sequéncias de 1- frutano—exohidrolase (Pp.Feh(1): 1-Feh de
Phleum pratense -AB583555.1; Pp.Feh(2): 1-Feh de Poa pratensis -GU228510.1; Lc.Feh: 1-
Feh de Leymus chinensis -FJ178114.1; As.Feh: 1-Feh de Aegilops speltoides -FJ184993.1;
Ci.FEH: 1-Feh de C. intybus -AY323935.1; Vh.Feh: 1-Feh de Vernonia herbacea -
AM231149.1) e duas sequéncias de invertases vacuolares (Ci.Inv: invertase vacuolar de C.
intybus -AJ419971; Ta.Inv: invertase vacuolar de Triticum aestivum -AJ635225.1).

As sequencias parciais dos genes 1-SST e 1-FFT de V. herbacea foram traduzidas com
a ferramenta de traducdo disponivel em (http://www.vivo.colostate.edu/molkit/translate/).

O alinhamento foi realizado através do programa CLUSTRAL W (Jeanmougin, 1998).
Como as sequencias de interesse eram apenas parciais, as regidoes dos genes 1-SST e 1-FFT
ndo alinhadas com os respectivos genes em V. herbacea foram excluidas e as sequencias
foram alinhadas novamente.

A filogenia e as andlises evolucionarias foram conduzidas utilizando-se o programa
MEGA 4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al. 2007). A filogenia foi
estimada empregando as sequéncias proteicas alinhadas e utilizando o método de Neighbor-

Joining com 1000 réplicas de bootstrap.
3.4 Estudo do metabolismo de frutanos em plantas cultivadas in vitro
Material vegetal

Para os experimentos foram utilizadas plantas com 5 meses de cultivo, obtidas a partir
de brotacbes de segmentos de rizéforos, oriundos de plantas germinadas in vitro. O
procedimento permitiu o estabelecimento de um lote de plantas com tamanho e
desenvolvimento uniforme cultivado em meio de cultura MS com metade das concentracGes
de macronutrientes, 3% de sacarose e 0,8% de agar, pH 5,8. As condicGes de cultivo foram
temperatura média de 25°C (+3) e fotoperiodo de 14h (22,5 pmol foton m? s™).

3.4.1 Efeito de diferentes fontes de carbono

As plantas foram transferidas e mantidas por 7 dias em meio de cultura MS com
metade das concentragdes de macronutrientes, sem adigdo de sacarose, 0,8% de agar, pH 5,8.
Apds esse periodo as plantas foram transferidas para o0 mesmo meio de cultura contendo 3%

de sacarose, glucose ou frutose. O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso,
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com 3 repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por 1 frasco de 350 mL com 50 mL de
meio de cultura e trés plantas. As plantas foram coletadas aos 0, 1, 2 e 5 dias apds a
transferéncia para o meio contendo a fonte de carbono. Os materiais, rizoforos e parte aérea
(folhas e caules), foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até a
realizacdo das analises.

A avaliacdo do experimento foi realizada por determinacdo do contetdo de frutose
total, analise cromatografica dos carboidratos solUveis, da atividade das enzimas 1-SST, 1-

FFT e 1-FEH e expressdo dos genes que codificam as referidas enzimas.
3.4.2 Efeito de diferentes concentragdes de sacarose

As plantas foram cultivadas por 30 dias em meio de cultura MS com metade das
concentracdes de macronutrientes, 0,8% de agar, pH 5,8 e suplementado com diferentes
concentracdes de sacarose (0, 3, 6 ou 9%). O delineamento experimental foi o inteiramente
ao acaso, com 4 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por 3 plantas de um unico frasco
de 350 mL, contendo 50 mL do meio de cultura. Os materiais, riz6foros e parte aérea (folhas e
caules), foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até a realizacdo das
analises.

A avaliacdo do experimento foi realizada por meio da determinagdo do contetido de
frutose total, analise cromatografia dos carboidratos solGveis e atividade das enzimas 1-SST,
1-FFT e 1-FEH. A caracterizacdo do meio de cultura foi realizada através da determinacao do
potencial osmatico com Osmdmetro de pressdo de vapor (Modelo VAPRO 5520, Wescor). Os
resultados foram obtidos em mmol Kg™ e transformados em Mega Pascal (MPA\) utilizando a
formula de VVan't Hoff, MPA=mmol kg™ x 2,5 8x10” (Santa-Cruz et al. 2002).

3.5 Analise do metabolismo de frutanos

Extracdo e analise de carboidratos soluveis

As extracOes de frutanos nas amostras foram realizadas em triplicata, conforme
Carvalho e colaboradores (1998). As fragbes aquosas e etandlicas foram reunidas,
concentradas em evaporador rotatorio, constituindo o extrato de carboidratos soltveis. O teor
de frutose total, na forma livre e combinada, foi determinado colorimetricamente pelo método
de antrona modificado para quantificacdo de cetoses (Jermyn 1956), sendo as dosagens

realizadas em duplicatas, utilizando-se frutose (Sigma) (200 ug ml™) como padréo.
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Amostras dos carboidratos soltveis foram neutralizadas em colunas de troca idnica,
utilizando-se resinas Dowex na forma cati6nica (50 x 8 - 200) e anibnica (1 x 8 - 200) e
analisadas por cromatografia de troca anibnica de alta resolucdo e detector de pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema Dionex (modelo ICS 3000) e coluna CarboPac
PA1 (4 X 250 mm) na concentragio de 400 pg mL™, em equivalentes de frutose. A eluicio foi
realizada utilizando-se o gradiente do eluente A (150 mM de hidréxido de sddio) e eluente B
(500 mM de acetato de sédio em 150 mM de hidroxido de so6dio) como a seguir: 0 - 2 min, 25
mM; 2,1 - 8 min, 50 mM; 8.1 — 10 min, 75 mM; 10.1 — 28 min, 450 mM; 28.1 — 30, 500
mM; 30.1 — 40, 25mM. Os potenciais de PAD aplicados para E1 (0 — 0.4s), E2 (0.41 —
0.42s), E3 (0.43s) e E4 (0.44 — 1s) foram 0.1, -2.0, 0.6 e -0.1, respectivamente e 0 fluxo

através da coluna foi de 0.25 mL min™.

Extragdo enzimética

As amostras foram submetidas a extracdo enzimatica por homogeneizacdo em tampao
citrato—fosfato (Mcllvaine) 50 mM pH 5,5, contendo 2 mM de EDTA, 5 mM de acido
ascorbico e 2 mM de p-mercaptoetanol, adicionando-se a amostra 10% de polivinil
polipirrolidona (PVPP). Em seguida, as proteinas foram precipitadas com sulfato de aménio a
80% de saturacdo. Apoés centrifugacdo, os precipitados foram ressuspendidos em tampéo de
extracdo na proporcdo de 150 pL por 100 mg de amostra e submetidos aos ensaios de
atividade enzimatica (Asega & Carvalho 2004). O conteudo de proteina foi determinado
conforme Bradford (1976), sendo as dosagens realizadas em triplicata, utilizando-se albumina

de soro bovino como padrdo (Sigma).

Determinacdo das atividades enzimaticas

As misturas de incubacdo foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
proporcao de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampédo Mcllvaine 50 mM, pH 4,5
(inulina) e pH 5,5 (sacarose e 1-cestose). Foram utilizados substratos nas concentragdes de
400 mM de sacarose (Sigma) para a atividade de SST, 400 mM de 1-cestose para a atividade
de 1-FFT e 10% de inulina extraida de Vernonia herbacea para a atividade de 1-FEH. As
misturas de incubagéo foram mantidas em banho-maria a 30°C.

No experimento de calos, foi utilizado tempo de incubacdo de 6 h para a atividade da

1-SST, 1-FFT e 1-FEH. Para os experimentos com plantas in vitro foram utilizados tempos de
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incubacdo de 4, 2 e 3 h para as atividades da 1-SST, 1-FFT e 1-FEH, respectivamente. Apos a
incubacdo, as misturas foram submetidas a fervura por 5 min para interrupgdo da reacéo.
Aliquotas foram diluidas 5 vezes em &gua deionizada e analisadas por cromatografia de troca
aniénica de alta resolugdo com detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em sistema
Dionex (modelo ICS 3000) e coluna CarboPac PA1 (4 X 250 mm).

Para a andlise da atividade da 1-FEH foi utilizado o mesmo gradiente de mistura
descrito para as analises cromatograficas de carboidratos solUveis descrito acima. Para a
atividade da 1-SST e 1-FFT, a eluicdo foi realizada utilizando-se um gradiente do eluente A
(150 mM de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sédio em 150 mM de
hidroxido de sddio) como a seguir: 0 - 17 min, 15 mM; 17.1 - 21 min, 500 mM; 21.1 — 30
min, 15 mM. Os potenciais de PAD aplicados para E1 (0 — 0.4 s), E2 (0.41 - 0.42 s), E3 (0.43
s) e E4 (0.44 — 1 s) foram 0.1, -2.0, 0.6 e -0.1, respectivamente e o fluxo através da coluna foi
de 0.25 mL min™. As atividades da 1-FEH, 1-SST e 1-FFT foram determinadas pelas &reas
dos picos da frutose, 1-cestose e nistose respectivamente, utilizando-se padrdes externos.

Analise da expressdo génica por gRT-PCR

Construcao dos primers para as anélises de qRT-PCR

Para a obtencdo de primers especificos para analise da expressdo do gene 1-FEH foi
utilizada a sequéncia de cDNA de V. herbacea obtida por Asega e colaboradores (2008),
disponivel no NCBI (n° de acesso AM231149). Para o gene normalizador 18S (18S RNA
ribossomal) foram desenhados primers na sequéncia de C. intybus (Maroufi et al. 2010) (n°
de acesso U42501). Para os genes 1-FFT, 1-SST e para o normalizador EF, foram desenhados
primers especificos nas sequéncias parciais desses genes, isoladas previamente neste trabalho.

A selegdo dos primers foi realizada com o auxilio do programa Primer 3 Plus
(www.bioinformatics.nl) e os primers selecionados foram analisados quanto ao teor de CG
(%), Tm (°C), formagdo de grampos, homodimeros e heterodimeros com o auxilio do
programa oligo analizer (www.idtdna.com). A especificidade dos primers foi verificada por
BLAST (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST). Os primers selecionados estdo representados

na tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncias de primers desenhados para utilizagdo em experimentos de gRT-PCR

Gene Sequéncia do primer Fragmento Temp. Origem da
(pb) Melting (°C) sequéncia

1-FEH F 5’-GGCGGATGTTACAATCTCGT-3’ 199 60 Asega et al,
R 5’-GTTTTGGAACACCCGAAAGA-3’ 60 2008

18SRNA F 5’-GGCGACGCATCATTCAAAT-3’ 102 62 Maroufi et al,
R 5’-TCCGGAATCGAACCCTAAT-3’ 59 2010

1-SST F 5’-CATGCTCTACACTGGCAACG-3’ 163 61 Sequéncia de
R 5’-TAGATGGGTCCCGAAAATCC-3’ 60 V. herbacea

EF F 5’-GCTCCTGGACATCGTGACTT-3’ 163 60 Sequéncia de
R 5’-GACCCCAAGAGTGAAAGCAA -3’ 60 V. herbacea

1-FFT F 5’- TGCGATTACGGAAGGTTCTT-3’ 140 60 Sequéncia de
R 5’- CAACATTATAGATTGTAGCCCATCC-3’ 60 V. herbacea

Sintese de cDNA

O RNA total utilizado na analise foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen),
conforme descrito anteriormente. Para eliminar o DNA gendmico contaminante, 1,5 pg do
RNA total foi tratado com a enzima DNAse |, Amplification Grade (Invitrogen), seguindo as
orientagdes do fabricante. A mistura foi agitada e incubada por 15 min a 25°C, sendo em
seguida adicionado EDTA 25 mM na proporc¢do recomendada pelo fabricante e incubada por
10 min a 65°C.

A sintese do cDNA foi feita utilizando-se o kit SuperScript VILO cDNA Synthesis a
partir de 1,27 pug de RNA total tratado com DNAse (Invitrogen), com um volume final de 20
pL, seguindo as orientagdes do fabricante. A mistura foi agitada e incubada por 10 min a
25°C, 60 min a 42°C e 5 min a 85°C e o cDNA obtido foi armazenado a -20°C até sua

utilizacdo.

PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

A analise da expressdo génica foi feita pela técnica de PCR quantitativo em tempo
real, utilizando-se o kit EXPRESS SYBR GreenER gPCR SuperMix (Invitrogen) em um
termociclador Mastercycler® ep realplex 2S (Eppendorff), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O programa utilizado foi: 2 min a 50°C, 2 min a 95°C, seguido de 45 ciclos de 15 s
a 94°C, 1 min a 60°C. Para gerar a curva de melting, a temperatura foi aumentada

gradativamente por 20 min, de 60 a 95°C.
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A eficiéncia de amplificacdo dos pares de primers e as diluicdes de trabalho foram
obtidas a partir de testes de diluicdo de um “pool” constituido por todas as amostras de cDNA
(1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000) para os diferentes tecidos analisados.

Para as andalises foram utilizadas duas amostras bioldgicas e quadruplicatas técnicas.
Foram utilizadas dilui¢des de 1/1000 do cDNA na reagdo de gRT-PCR com o gene 1-FEH e
de 1/100 para os genes 1-SST e 1-FFT. As amostras referentes a cada tratamento foram
processadas na mesma corrida, sendo amplificadas em paralelo com o gene de interesse e 0
gene normalizador.

Os dados de CT de cada amostra, ou seja, o ciclo de amplificacdo onde o acumulo de
fluorescéncia na amostra atinge a linha de deteccéo arbitraria (threshold) foram obtidos, e os
resultados foram coletados durante a fase exponencial da reacdo, momento no qual a emisséo
de fluorescéncia é proporcional ao numero inicial de copias do produto amplificado, ou
concentracdo da amostra. Apos a quantificacdo, a especificidade da reacdo foi avaliada
através da curva de dissociacdo para verificar a qualidade do produto amplificado, sendo
utilizados somente primers cujos produtos amplificados mostraram um unico pico, claro e
bem definido (figura 19). O software Realplex 2.2 (Eppendorf) foi utilizado para gerar a curva
padrdo de cada produto de amplificacdo, as curvas de dissociacdo e suas analises. Os valores
de expressao relativa foram determinados conforme o método descrito por Pfaffl (2001) e a

analise da estabilidade de expressao foi realizada com o programa BestKeeper (Pfaffl, 2004).

3.6 Analise estatistica

Para a andlise dos dados foi utilizada andlise de variancia utilizando o programa
ESTAT - Sistema para analises estatisticas (V.2.0). Os contrastes entre as médias foram
avaliados pelo teste de Tukey em nivel de significancia de 5 %. Os dados de contagem

(experimento de regeneracao) foram transformados com a formula (x+ 0,5)1’2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo in vitro de Vernonia herbacea

O cultivo in vitro de Vernonia herbacea foi iniciado por meio da germinacdo de
sementes em meio de cultura. A desinfestacdo com solucdo de cloro ativo a 2,5% foi eficiente
para controlar a contaminacdo nos explantes. A porcentagem de germinacdo observada nas
condicdes in vitro foi de 2,3%, ocorrendo entre 5 e 30 dias apds a inoculacdo (figura 5A) e a
taxa de contaminagéo foi de 1,6%. A incubagdo de sementes no escuro, a 30°C e em papel de
filtro umedecido, ndo alterou a porcentagem de germinagao (dados ndo mostrados).

A germinacdo foi baixa quando comparada com os dados de Sassaki et al. (1999) que
relatam 11% para a mesma espécie. Segundo 0s autores, a baixa porcentagem de germinacéao
deveu-se a presenca de embrifes ndo vidveis em 75% dos aquénios. Outras espécies de
Asteraceae também apresentam producdo abundante de sementes, porém muitas delas sem
embrido. Exemplos destas sdo Lessingianthus bardanoides, Chresta sphaerocephala (Cury
2008) e Eremanthus elaeagnus (Velten & Garcia 2005), respectivamente com 54, 85 e 91%
das sementes sem embrides. Em Viguiera arenaria, aquénios coletados em populacgdes
naturais e colocados para germinar in vitro, apresentaram de 12,3 a 63% de germinacdo,
dependendo do lote coletado, sendo essa variacdo associada a presenca de embrides viaveis
nas sementes de 18,3 a 71,5%, respectivamente as taxas de germinacdo. Em V. discolor, a
taxa de germinacdo in vitro de sementes coletadas em canteiros foi elevada (80%) (Itaya et al.
2005).

A baixa taxa de germinacéo in vitro de V. herbacea pode ser explicada pelo estresse
sofrido no processo de desinfestacdo e pela baixa qualidade do lote devido a fatores
ambientais, como o ataque de insetos, a proliferacdo de fungos e as intempéries climaticas,
fatores que contribuem para a reducdo da viabilidade das sementes antes da coleta no campo.
Segundo Baskin & Baskin (2001), a melhor época para a coleta de sementes € o inicio do
periodo de dispersdo, quando estas se encontram viaveis, mas ainda ndo foram expostas a
fatores que reduzam sua viabilidade.

Plantas de V. herbacea obtidas pela germinacdo de sementes in vitro apresentaram
crescimento lento em relacdo a plantas germinadas em substrato em casa de vegetacdo. Aos
15 dias apo6s a germinacao foi possivel visualizar a formacao de 6rgdos aéreos (figura 5B), aos
45, o alongamento dos entrenos (figura 5C) e aos 120, a formacdo de um sistema radicular

sem rizoforos (figura 5D). Folhas e caules apresentaram area, espessura e diametro inferiores
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aos observados em plantas crescidas em condi¢fes naturais. A formagao de rizoforos ocorreu
apos 7 meses de cultivo, sendo que 0s mesmos eram pequenos e com crescimento limitado
(figura 5E) quando comparados com rizoforos de plantas cultivadas em casa de vegetacao, 3
meses apos a germinacdo (figura 5F).

A formagdo de 6rgédos de reserva durante o cultivo in vitro depende de estimulos que
variam entres diferentes espécies. Em Allium cepa, espécie que acumula frutanos no bulbo, a
formacédo de bulbos foi estimulada com o enriquecimento da luz com vermelho longo e
inibida com altas concentracdes de sacarose no meio (Saos et al. 2002). Em batata, Koda &
Okazawa (1983) observaram que a associagdo entre citocininas e altas doses de sacarose (8%)
promoveram o crescimento de tubérculos em segmentos nodais cultivados in vitro. J& Lentini
& Earle (1991) observaram que a variacdo das horas de luz afetou a taxa de formacdo de
tubérculos de batata in vitro. Em V. discolor, a formacéo de raizes tuberosas acumuladoras de
frutanos foi verificada em meio de cultura suplementado com 0,5 mg L™ de ANA (ltaya et al.
2005).

Figura 5. Etapas de germinacdo e crescimento in vitro de plantas de V. herbacea. A) aquénios
apos 2 dias de germinacéo, B) planta com 15 dias, C) planta com 45 dias, D) planta com 120
dias, E) planta com 210 dias de cultivo in vitro apresentando riz6foros, F) planta com
rizoforos ap6s 90 dias da germinacdo, cultivadas em casa de vegetacdo.



36

No presente trabalho, o contetdo de frutanos foi analisado em folhas, caules, raizes e
rizoforos de plantas cultivadas por 15 meses em condigdes in vitro e de plantas crescidas em
casa de vegetacdo por 12 meses. A tabela 5 mostra que em todos os 6rgdos analisados foram
observadas diferencas significativas no contetdo de frutose total das plantas nos dois sistemas
de cultivo. Folhas, caules e raizes cultivados in vitro apresentaram 58,8, 86,2 e 115,4 mg g*
de massa seca de frutose total, respectivamente, correspondendo a valores 5,7, 5,1 e 3,5 vezes
maiores que os detectados em plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Em rizoforos,
verificou-se o inverso; o teor de frutose total em plantas cultivadas in vitro foi de 181,8 mg g™
de massa seca, valor 3,3 vezes inferior ao observado em plantas cultivadas em casa de
vegetacao.

Acumulo inferior de frutanos em 6rgaos de reserva de plantas cultivadas in vitro foi
também observado em V. discolor, em cujas raizes tuberosas, o teor de frutose total foi 7
vezes inferior ao observado em plantas cultivadas em condigdes naturais do Cerrado (Itaya et
al. 2005). Em Cichorium intybus, os valores observados em raizes cultivadas in vitro foram
de apenas 10% do observado em raizes tuberosas cultivadas em condic¢des naturais (Kusch et
al. 2009). Em Gomphrena macrocephala o cultivo em meio suplementado com ANA e BAP
na razdo 1:2 induziu o acumulo de frutanos do tipo inulina, em contraste com os fleanos
observados em raizes tuberosas de plantas em condi¢Ges normais (Vieira et al. 1995).

Em plantas cultivadas in vitro, enquanto um baixo teor de frutanos foi observado nos
rizoforos, contetdos elevados foram detectados nos 6rgdos aéreos e raizes. Este resultado
refletiu na razdo do teor de frutose total da parte aérea/parte subterrénea, de 0,48 no cultivo in
vitro e 0,04 em casa de vegetacdo, indicando claramente uma alteracdo no padrdo de

distribuicdo de carboidratos entre parte aérea e subterranea durante o cultivo in vitro.
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Tabela 5. Contetdo de frutose total em plantas de V. herbacea cultivadas in vitro por 15
meses e em casa de vegetacdo por 12 meses. Valores indicam a media de 3 repeti¢des. Médias

seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey, P < 0,05.

Orgéos Frutose total mg g'l de massa seca
analisados In vitro Casa de Vegetacéo
Folha @ 58,8 a 10,3 b

Caule @ 86,2 a 16,9b

Raiz © 1154 a 32,3b
Rizéforo @ 181,84 a 607,2 b
Razdo parte aérea/subterranea 0,48 0,04

(1) DP:11,8CV: 34,2.(2) DP: 28,4; CV:55,0. (3) DP: 13,6; CV: 18,4; (4) DP: 8,5; CV: 2,1.

A andlise do perfil cromatogréafico dos carboidratos soliveis em diferentes 6rgaos de
V. herbacea por HPAEC/PAD (figura 6) mostrou que, em folhas e caules, o cultivo in vitro
promoveu o acimulo da série homologa da inulina, diferentemente do observado nos 6rgéos
aéreos das plantas cultivadas em casa de vegetacdo, cujo perfil cromatografico ndo mostra 0s
picos caracteristicos desta série e sim alguns picos ndo identificados nas folhas e nos caules,
possivelmente da série da inulina.

Em geral ndo foram verificadas diferencas nos perfis cromatograficos de frutanos em
rizéforos e raizes de plantas de ambos os sistemas de cultivo. No entanto, em raizes cultivadas
em casa de vegetacdo observou-se uma maior proporcdo das hexoses glucose e frutose em
relacdo aos componentes da série homdloga de inulina quando comparadas com plantas
cultivadas in vitro. Essas alteracdes indicam uma mudanca no padrdo fonte/dreno nas plantas
cultivadas in vitro. Em plantas sob condi¢fes de crescimento favoraveis os érgdos fonte,
folhas adultas, por exemplo, sdo exportadores de carboidratos, os quais sdo importados por
orgaos dreno como flores, folhas jovens, frutos, raizes e 6rgdos de reserva.

Esse sistema ndo € estatico e o ciclo de vida da planta € marcado por mudancas na
forca e na diregdo do dreno nas diferentes partes das plantas. Em rizoforos de V. herbacea, a
mudanga temporaria no carater de 6rgao dreno para orgao fonte esta associada a alteragdes
nas atividades das enzimas 1-FEH e 1-SST. Quando o riz6foro atua como érgdo dreno
apresenta atividade elevada da 1-SST e baixa da 1-FEH e quando este atua como 6rgao fonte,
0 inverso é observado (Portes & Carvalho 2006).

O mecanismo envolvido na regulacdo da razéo fonte/dreno é complexo e envolve a

expressdao de diferentes genes relacionados ao carregamento, descarregamento e
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compartimentalizacdo da sacarose (Roitsch & Ehnef 2000).

Os reguladores vegetais sdo capazes de influénciar o crescimento, a diferenciacdo e o
desenvolvimento das plantas. Como esses fatores estdo diretamente relacionados a particdo de
carboidratos nas plantas foi proposto que auxinas e citocininas devem atuar na regulacéo da
razdo fonte/dreno devido a sua influencia na divisdo e no alongamento celular (Hansen &
Grossmann 2000).

De fato Xie e colaboradores (2004) reportaram a influéncia de reguladores vegetais
aplicados exogenamente na translocagdo de carbono. Ehnef & Roitsch (1997) observaram
que a aplicacdo de citocinina alterou a expressdo de uma invertase extracelular e um
transportador de hexoses, genes importantes no estabelecimento da razdo fonte dreno.

O metabolismo de frutanos é considerado uma extensdo do metabolismo da sacarose,
contribuindo para a manutencdo do dreno por meio da regulacdo da concentracdo de sacarose
nos tecidos dreno onde ocorre a polimerizacdo da mesma na forma de frutanos pelas
frutosiltransferases no vacuolo (Vijn & Smeekens 1999).

Devido ao papel do metabolismo da sacarose e consequentemente dos frutanos no
controle da razdo fonte/dreno é de se esperar que reguladores vegetais que influenciam na
particdo do carbono apresentem efeitos reguladores da expressédo dos genes do metabolismo
de frutanos. De fato, em A. tequilana, o cultivo de plantas em meio de cultura suplementado
com cinetina estimulou a expressdo dos genes envolvidos na sintese de frutanos (Suarez-
Gonzaélez et al. 2013).

Outro fator relacionado ao controle da razdo fonte/dreno é a concentracao de agucares,
que além do seu papel de substrato na sustentagdo do crescimento heterotréfico em tecidos
drenos, possuem um importante papel na sinalizacdo da regulacdo da razdo fonte/dreno
(Roitsch 1999). Particularmente, com relacdo a este papel sinalizador, diversos estudos
evidenciam o efeito regulador de hexoses na atividade e expresséo de genes relacionados ao
metabolismo de frutanos (Koroleva et al. 2001, Kusch et al. 2009, Suérez-Gonzalez et al.
2013).

A disponibilidade de hexoses em plantas é dependente da fotossintese, que também é
capaz de influenciar na razéo fonte/dreno. Segundo Grout (1988), o cultivo in vitro
proporciona baixas taxas de fotossintese, o que altera as concentracGes e a particdo de
carboidratos nas plantas.

No presente trabalho a germinagéo e cultivo in vitro de V. herbacea foi realizado sem
a utilizacdo de reguladores vegetais e a taxa fotossintética dessas plantas ndo foi avaliada.

Entretanto, as condi¢bes de temperatura, luminosidade, composi¢do atmosférica, nutricdo e
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suplementacdo de carbono no cultivo in vitro podem ter contribuido para alterar os niveis de
reguladores vegetais nas plantas, afetando o seu desenvolvimento. Outro aspecto refere-se ao
cultivo de plantas de V. herbacea em meio de cultura livre de fonte de carbono por um
periodo de 30 dias, que, ao promover o consumo das reservas de carbono das plantas,
conforme ser4 mostrado mais adiante neste trabalho (tabela 14), indicou que nas condicdes de
cultivo utilizadas, a fotossintese foi limitada.

Alteracdes nas concentracdes enddgenas de hormdnios vegetais associadas a reducéo
na taxa fotossintética e ao fornecimento de carbono diretamente no sistema subterraneo
podem influenciar a expressao/atividade dos genes responsaveis pelo estabelecimento do
dreno, como, por exemplo, os genes envolvidos no carregamento e descarregamento de
sacarose nas células, e dos genes de compartimentalizacdo (metabolismo de frutanos),
promovendo as alteracdes observadas no padrao fonte/dreno de plantas cultivadas in vitro.

A avaliacgdo dos teores enddgenos de horménios vegetais em plantas cultivadas in vitro
e em casa de vegetacdo, o fornecimento de iluminacdo com diferentes comprimentos de onda
e a suplementacdo de meio de cultura com reguladores vegetais e diferentes concentracoes e
fontes de carbono sdo estratégias experimentais que poderdo ser utilizadas futuramente para
auxiliar no melhor entendimento da influéncia do metabolismo de frutanos na regulagdo do

padréo fonte/dreno nesta espécie.
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Figura 6. Perfis cromatograficos por HPAEC/PAD dos carboidratos soltveis de diferentes

orgdos de V. herbacea cultivadas em casa de vegetacao por 12 meses: A) Folha, C) Caule, E)
Raiz e G) Rizoforo, e in vitro por 15 meses: B) Folha, D) Caule, F) Raiz e H) Rizoforo. G, F,

S, 1-K, N e > 4 referem-se aos tempos de elui¢cdo de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose,

nistose e frutanos com grau de polimerizagdo maior do que 4, respectivamente.
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Enraizamento de segmentos nodais

O enraizamento de segmentos caulinares com gema lateral, obtidos a partir de plantas
de V. herbacea germinadas e cultivadas in vitro, foi avaliado quanto ao seu potencial de
propagacdoda espécie.

A figura 7 mostra o efeito de diferentes concentragbes de AIB no enraizamento de
segmentos nodais apos 60 dias de incubacdo. Apesar do AIB ter um papel conhecido na
promogdo do enraizamento in vitro, como observado em Daphne sp (Noshad et al. 2009),
Citrus limon (Perez-Tornero et al. 2010), Achillea oculta (Grigoriadou et al. 2011), Prunus
sp (Zhou et al. 2010), Dorem ammoniacum (Irvani et al. 2010) e Gomphrena officinalis
(Mercier et al. 1992), em V. herbacea nas condicGes utilizadas, a adicdo de AIB nao
favoreceu o enraizamento (tabela 6). Na auséncia de AIB, a parte aérea apresentou altura
média de 63,5 cm e 28,5% de enraizamento. A adicdo de 0,05 mg L™ de AIB reduziu a
porcentagem de enraizamento & metade, apresentou um efeito inibidor sobre o crescimento da
parte aérea e promoveu o desenvolvimento de calos na parte basal do segmento nodal. Em

dose mais elevada, 0,5 mg L™, o AIB inibiu totalmente o enraizamento, o crescimento da

parte aérea e promoveu uma intensa proliferacdo de calos (figura 7).

Figura 7. Segmentos nodais obtidos de plantas de V. herbacea germinadas in vitro, aos 60
dias de incubacdo em meio de cultura MS 1/2 macronutrientes + AIB. A) 0 mg L. B) 0,05

mg L™ C) 0,1 mg L. D) 0,5 mg L™ E) Plantas em processo de aclimatag&o.

A formacdo de raizes adventicias é decorrente de eventos bioquimicos, fisioldgicos e

anatdmicos regulados por horménios vegetais. Auxinas sdo necessarias na fase inicial da
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formagdo das raizes, mas podem inibir o crescimento e o desenvolvimento subsequente do
primordio radicular, enquanto a inibi¢cdo do desenvolvimento causada por citocininas ocorre
nos primeiros estadios do desenvolvimento radicular (De Klerk et al. 1990). Dessa forma,
embora muitas vezes necessaria para produzir o estimulo para o enraizamento, em alguns
casos a auxina pode dificultar, ou mesmo, inviabilizar este processo.

Em Gomphrena macrocephala, a adicdo de AIB ao meio de cultura induziu a
formacdo de raizes, mas estas apresentaram uma ligacdo fragil com o sistema vascular da
estaca, ndo sustentando o processo de aclimatacédo das plantas. Por outro lado na auséncia de
reguladores esse problema néo foi observado (Moreira et al. 2000).

A multiplicacdo de plantas in vitro por enraizamento de segmentos nodais apresenta,
em alguns casos, potencial para regenerar um grande nimero de plantas em um curto espaco
de tempo. Neste processo a aclimatacdo é uma fase crucial e normalmente constitui uma
limitacdo em diversas espécies (Hazarika 2003).

Em V. herbacea, a aclimatacdo das plantas obtidas a partir de segmentos nodais
enraizados para as condicOes ex vitro foi realizada com um grupo de 60 plantas obtidas
através do enraizamento em meio de cultura livre de AIB (figura 7E). A porcentagem de
sobrevivéncia foi de 68,3 %, demonstrando que a aclimatacdo de plantas cultivadas in vitro
foi possivel, permitindo o uso da técnica como forma de multiplicacdo de plantas desta

espeécie.

Tabela 6. Efeito de diferentes concentracbes de AIB no desenvolvimento de segmentos
nodais obtidos de plantas de V. herbacea germinadas in vitro aos 60 dias de cultivo. Dados
representam a média ou a porcentagem de 14 repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por
um tubo de ensaio com um segmento nodal. Na coluna, as médias seguidas de letras

diferentes diferem pelo teste de Tukey, P < 0,01.

AlIB Folhas®¥ Altura @ Raiz® Calos Enraizamento
(mg L) (N°) (cm) (N°Y (%) (%)
0 78a 63,5 a 1,7a 7,4 28,5
0,05 70a 21,2b 0,3 ab 100 14,2
0,1 55a 13,7b 0,5 ab 100 14,2
0,5 0,4b 0,8b 0,0b 100 0,0

(1) DP=3,4106; CV=68,21; (2) DP=26,379; CV=106,2; (3) DP=1,684; CV=262,05
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Regeneracdo e conteudo de frutanos em calos

Explantes foliares, derivados de plantas mantidas em casa de vegetacdo, foram
cultivados em meio de cultura suplementado com diferentes concentracdes de AIB e BAP. A
anélise dos dados apresentados na tabela 7 indica que na auséncia de BAP, a suplementacéo
com 0,05 e 0,1 mg L™ de AIB promoveu o desenvolvimento de raizes adventicias em 22,5% e
32,5% dos explantes cultivados, respectivamente, enquanto concentra¢des mais elevadas (0,5
el mg L' de AIB) promoveram o desenvolvimento de calos fridveis em 100% dos
explantes. A suplementagdo do meio de cultura com 1 mg L™ de BAP promoveu o
desenvolvimento de calos compactos em 70% dos explantes (figura 8).

Nas condicdes experimentais utilizadas, os reguladores vegetais ndo promoveram o
desenvolvimento de brotos ou embrides somaticos, sendo que BAP apresentou um efeito
inibidor na producdo de calos friaveis mediada pelo AIB e sua combinagdo com doses de AIB
acima de 0,5 mg L™ favoreceu a oxidacdo. Os calos fridveis obtidos apresentaram um alto
potencial de crescimento (3,5 g placa™ de massa fresca) e mantiveram-se friaveis mesmo
qguando transferidos para meio de cultivo livre de reguladores por um periodo de 30 dias
(dados ndo mostrados).

A andlise quantitativa e qualitativa de frutanos nos calos foi realizada visando a
caracterizar o material vegetal obtido pelo cultivo in vitro. Para tanto, amostras de calos das
linhagens compacta (1 mg L™ de BAP) e fridvel (0,5 mg L™ de AIB), obtidas apés 30 dias
de cultivo de explantes foliares, foram avaliadas e os contedos de carboidratos sollveis sdo
apresentados na tabela 8. Calos da linhagem friavel apresentaram teores de frutose total de
152,2 mg g de massa seca, enquanto os calos da linhagem compacta apresentaram 280,6
mg g de massa seca. Ambos os valores foram inferiores aos 607,2 mg g de massa seca
detectados em rizéforos de plantas em fase de crescimento vegetativo.

A analise qualitativa revelou a presenca da série homologa de inulina em ambas as
linhagens, no entanto, nos calos compactos foram encontrados frutanos com GP 3-27 em uma
proporcdo elevada em relacdo a glucose, frutose e sacarose quando comparado com a
linhagem fridvel, na qual apenas tracos de frutanos com GP entre 3-17 foram identificados
(figura 9).

Como a unica diferenca nas condi¢cdes de cultivo das duas linhagens foi o tipo de
regulador vegetal utilizado, o resultado sugere que o balanco auxina/citocinina é relevante na
regulacdo do metabolismo de frutanos nesses calos, sendo que a auxina inibiu a sintese destes

compostos, engquanto, a citocinina favoreceu.
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Essa influéncia de reguladores de crescimento no metabolismo de frutanos foi
demonstrada em estudos com Symphytum officinale, na qual, uma linhagem de calos néo
acumuladora de frutanos, a adicdo ao meio das citocininas BAP (0,2 mg L™) e zeatina (1 mg
L) promoveu o aclimulo de frutanos entre 4,9 e 10% de massa seca, respectivamente,
enquanto a adicdo das auxinas ANA (0,6 mg L™) e AIA (0,8 mg L™) levou a teores inferiores
de frutanos, 0,4 a 3 % de massa seca, respectivamente (HaaB et al. 1991).

Em Helianthus tuberosus foi observada a influéncia de reguladores vegetais na
atividade da 1-FEH em calos. Foram testadas duas combinagdes de reguladores no meio de
cultura. A combinacdo cinetina (Img L™) + 2,4-D (Img L™) promoveu maior atividade
enzimatica quando comparada aos reguladores isolados ou juntos em doses maiores, ja BAP +
ANA estimularam a atividade enziméatica quando combinados em doses a partir de 1mg L™ de
cada regulador (Taha et al. 2007).

Suérez-Gonzalez e colaboradores (2013), trabalhando com plantas de Agave tequilana
e A. inaequidens cultivadas in vitro, verificaram que a cinetina promoveu a expressao dos
genes ligados a sintese de frutanos em A. tequilana, enquanto que A. inaequidens essa
promocdo foi mediada por metil jasmonato, regulador envolvido em diversos processos
fisiol6gicos como inibi¢do do crescimento de raizes e caules, reducdo da expressao de genes
relacionados a fotossintese, estimulo a formacéo de tubérculos, entre outros (Kerbauy 2008).
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Figura 8. Cultivo in vitro de discos foliares de V. herbacea cultivadas em casa de vegetacéo,

incubados em meio de cultura MS com metade da concentracdo de macronutrientes
suplementado com BAP ou AIB (mg L™) e cultivados por 30 dias.
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Tabela 7. Cultivo in vitro de explantes foliares obtidos de plantas de V. herbacea cultivadas
em casa de vegetacdo, incubados em meio de cultura suplementado com BAP ou AIB. Cada
repeticdo foi constituida de uma placa de Petri com 8 discos foliares (n=5). Médias seguidas

pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, P < 0,05.

Reguladores de Calos Calos Raizes
crescimento (mg L) Fridveis (1)  Compactos (2) (3)
BAP AIB NER NER NER
0 0 0b 0b 0b
0 0,05 0b 76 a 1,8 a
0 0,1 0b 6 a 2,6 a
0 0,5 8 a 0b 04 b
0 1 8 a 0b 0b
0,25 0 0b 52 a 0b
0,25 0,05 0b 74 a 0b
0,25 0,1 0b 8 a 0b
0,25 0,5 0b 8 a 0b
0,25 1 14 b 6,6 a 0b
0,5 0 0b 54 a 0b
0,5 0,05 0b 8 a 0b
0,5 0,1 0b 76 a 0b
0,5 0,5 0b 8 a 0b
0,5 1 0b 8 a 0b
1 0 0b 56 a 0b
1 0,05 0b 8 a 0b
1 0,1 0b 8 a 0b
1 0,5 0b 8 a 0b
1 1 0b 8 a 0b
2 0 0b 74 a 0b
2 0,05 0b 8 a 0b
2 0,1 0b 8 a 0b
2 0,5 0b 8 a 0b
2 1 0b 78 a 0b

(1) DP=0,2; CV= 20,2. (2) DP=0,2; CV=10,6. (3) DP=0,2; CV=28,3. NER- nimero de explantes
responsivos. Dados originais foram transformados usando (x+ 0,5)2.
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Tabela 8. Contetdo de frutose total em calos obtidos a partir de explantes foliares de V.
herbacea cultivados in vitro por 30 dias. Os valores indicam a média de 3 repeticGes. Médias

seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem pelo teste de Tukey, P < 0,05.

Frutose total

Linhagem mg g~ de massa seca (1) mg g de massa fresca (2)
Compacta 280,65 a 36,90 a
Friavel 152,25 b 9,38 b

(1) DP: 18,8; CV: 8,6; (2) DP: 8,6; CV: 18,8.
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Figura 9. Perfis cromatograficos por HPAEC/PAD dos carboidratos soltveis em calos de V.
herbacea: A) Calos fridveis; B) Calos compactos, cultivados in vitro por 30 dias. G, F, S, 1-K,
N e >4 referem-se aos tempos de eluicdo de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose, nistose e

frutanos com grau de polimerizacdo maior do que 4, respectivamente.

Devido a alta taxa de contaminagdo observada na introducdo ao cultivo in vitro de
explantes foliares oriundos de plantas cultivadas em casa de vegetacdo, optou-se por utilizar
explantes foliares oriundos de plantas cultivadas in vitro.

A tabela 9 apresenta os resultados do experimento de morfogénese realizado com
explantes foliares derivados do cultivo in vitro por 30 dias. Os resultados indicam que a
adicdo de cinetina ao meio de cultura nas doses de 1, 2 e 5 mg L™ e TDZ nas doses de 0.5, 1,
2e5 mgL! estimularam apenas o desenvolvimento de calos compactos, enquanto 2,4-D
nas doses de 0.5 e 1 mg L™ estimulou o desenvolvimento de calos friaveis (figura 10).

Em V. herbacea, nas condicdes experimentais utilizadas, observou-se o
desenvolvimento de raizes, calos compactos e calos friaveis. Entretanto, ndo foi possivel a
regeneracdo de plantas inteiras regeneradas a partir do desenvolvimento de brotos ou

embrides. Esses resultados diferem dos observados em outras espécies de Asteraceae ou
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outras espécies acumuladoras frutanos para as quais essa regeneracdo foi obtida facilmente.
Em Viguiera arenaria, por exemplo, a formacdo de brotos em folhas foi observada com a
suplementacdo do meio de cultura com 0,01 mg L™ de ANA e 0,2 mg L™ de BAP (Lucena
2010), em C. intybus (chicdria), ocorreu uma intensa proliferacdo de brotos com a adicdo de
cinetina e &cido indol-3-acético ao meio de cultura (Rehman et al. 2003) e em Helianthus
tuberosus, a adi¢do de BAP ao meio induziu a formagdo de gemas adventicias em explantes
foliares (Taha et al. 2007). Na Amaranthaceae Gomphrena officinalis, gemas adventicias
foram regeneradas em explantes caulinares com a adicdo de 5 mg L™  de BAP e 0,1 mg L™ de
ANA (Mercier et al. 1992).

Os resultados negativos referentes a regeneracao de brotos/embriGes sugerem um grau
de recalcitrancia da espécie, de modo que novos testes como, aumento da concentracdo de
sacarose no meio, aumento do fotoperiodo, alteracdo da qualidade da luz associados a
diferentes reguladores vegetais, ou as diferentes proporcdes entre estes, devem ser realizados
para se determinar as condi¢des favordveis ao desenvolvimento de brotos/embrifes e a

regeneracdo de plantas inteiras no cultivo in vitro em V. herbacea.
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Figura 10. Calos obtidos por cultivo in vitro de explantes foliares, obtidos de plantas de V.
herbacea, germinadas in vitro, cultivados em meio de cultura MS % Macronutrientes + TDZ,
KIN e 2,4-D ap6s 30 dias de cultivo. TDZA)0,5mgL™? B)1mgL™? C)2mgL? D)5mg
LY KINE)OS5mgLY, F)imgL?, G)2mgL?, H)5mgLY24-D1)05mgL™, J)1mgL
L' K)2mg L% L)5mg L™ e M) Controle sem regulador. (Barra= 1 cm)
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Tabela 9. Cultivo in vitro de explantes foliares, obtidos de plantas de V. herbacea,
germinadas in vitro, incubados em meio de cultura MS % Macronutrientes + TDZ, KIN e 2,4-
D apo6s 30 dias de cultivo. Cada repeticdo foi constituida de uma placa de Petri com 10
fragmentos foliares (n=3). Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo
teste de Tukey, P < 0,05.

Calos Calos

Reguladores Friaveis (1)  Compactos (2) Raizes
(mg LY NER (%) NER (%) NER (%)

Controle 0 0(0)a 0(0)a 0(0)a

KIN 0,5 0(0)a 0(0)a 0(0)a

1 0()a 4,6 (46) b 0(0)a

2 0()a 33(33)b 0(0)a

5 0()a 6,3 (63) bc 0(0)a

TDZ 0,5 0()a 10 (100) ¢ 0(0)a

1 0()a 9,3(93)c 0(0)a

2 0()a 9,3(93)c 0(0)a

5 0()a 8,6 (86) c 0(0)a

2,4-D 0,5 5,6 (56) bc 0(0)a 0(0)a

1 10(10) b 0()a 0(0)a

2 6,6 (66) c 0()a 0(0)a

5 1,3(13)d 0()a 0(0)a

(1) DP=0,187; CV=14,78. (2) DP=0,293; CV= 26,27. NER- nimero de explantes responsivos.
Dados originais foram transformados usando (x+ 0,5)"2
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4.2 Estudo do metabolismo de frutanos em calos

O cultivo de calos representa um grande potencial como ferramenta para o estudo do
metabolismo em plantas. No presente estudo, visou-se a avaliacdo do potencial da utilizacéo
de uma linhagem de calos friaveis de V. herbacea no estudo do metabolismo de frutanos.

A figura 11 mostra inoculos de calos fridveis no momento da instalacdo do
experimento. Durante o periodo de cultivo o material apresentou um incremento de massa
mais intenso entre 7 e 9 semanas de cultivo (tabela 10), o crescimento ndo interferiu no teor
de frutose total (tabela 11) e o valor médio detectado em calos de V. herbacea foi de 222,15
mg g de massa seca (10,3 mg g de massa fresca), contetido inferior ao encontrado em
rizéforos de plantas cultivadas em casa de vegetacio, 607,2 mg g™ massa seca.

Apesar da analise quantitativa indicar valores significantes de frutose total nos calos, a
analise cromatogréfica ndo detectou a presenca da série homologa da inulina nos calos
friaveis obtidos de folhas de V. herbacea, e nem foram observadas diferengas nos perfis
cromatograficos ao longo do periodo de cultivo. Foram detectados apenas glucose, frutose,
sacarose e uma baixa proporcdo do trissacarideo 1-cestose (figura 12) e a frutose detectada
quantitativamente foi devida, principalmente, a frutose livre e a da sacarose.

A auséncia de frutanos na linhagem de calos fridveis de V. herbacea ap6s 5 meses de
cultivo, utilizada neste experimento, difere do observado em calos recém-obtidos com apenas
30 dias de cultivo in vitro (figura 9) nos quais tracos da série homologa da inulina foram
identificados, possivelmente derivados do explante foliar utilizado. Difere também do
observado em outras espécies acumuladoras de frutanos, como V. discolor, na qual os
reguladores vegetais ANA e 2,4-D promoveram a sintese de frutanos em calos (ltaya et al.
2005), Symphytum officinale, na qual a zeatina promoveu em calos o acumulo de 10% de
massa seca em frutanos (Haab et al. 1991) e Smallanthus sonchifolius tratados com ANA e
BAP (Oliveira et al. 2009), em que o acimulo de frutanos em calos tambem foi observado.
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Tabela 10. Producdo de massa fresca e seca (g) em calos fridveis derivados de explantes
foliares de V. herbacea cultivados em meio de cultura + 0,5 mg L de AIB, durante 9 semanas.
Os valores representam a média de 3 repeticOes, sendo cada repeticdo constituida de um
frasco com 4 in6culos de calo com massa inicial de 0,3 g. Médias seguidas pela mesma letra,

na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey, P <0,01.

Tempo de cultivo Massa fresca (1) Massa seca (2)
(semanas)
0 0,3309 a 0,0176 a
3 0,8498 a 0,0369 a
5 1,0176 a 0,0503 a
7 1,7622 a 0,0785 a
9 5,0289 b 0,2275b

(1) DP=0,5; CV=29,7. (2) DP=0,02; CV= 29,5.

Tabela 11. Conteldo de frutose total em calos friaveis derivados de explantes foliares de V.
herbacea cultivados em meio de cultura + 0,5 mg L de AIB, durante 9 semanas. Os valores
representam a média de 3 repeti¢des, sendo cada repeti¢cdo constituida de um frasco com 4
indculos de calo com massa inicial de aproximadamente 0,3 g. Médias seguidas pela mesma

letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P < 0,01.

Semanas mg g~ de massa fresca (1) mg g~ de massa seca (2)
0 11,01a 214,01 a
3 9,57 a 220,48 a
5 9,89a 204,61 a
7 9,62 a 216,10 a
9 11,53 a 255,58 a
Média 10,32 222,15

(1) DP=1.2; CV=11,5. (2) DP= 27,0; CV = 12 5.
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Figura 11. Calos de V. herbacea da linhagem fridvel, derivada de explantes foliares obtidos
de plantas cultivadas em casa de vegetacdo. Cultivados em meio de cultura MS %

macronutrientes suplementado com 0,5 mg L™ de AIB. (Barra= 1 cm)
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Figura 12. Perfis cromatograficos por HPAEC/PAD dos carboidratos soltveis presentes em
calos friaveis obtidos a partir de explantes foliares de plantas de V. herbacea cultivadas em
casa de vegetacdo e cultivados em meio de cultura MS % macronutrientes + 0,5 mg L™ de
AIB: A) Indculo inicial, B) 3 semanas de cultivo, C) 5 semanas de cultivo, D) 7 semanas de
cultivo, E) 9 semanas de cultivo. G, F, S, 1-K, referem-se aos tempos de eluicdo de glucose,
frutose, sacarose, 1-cestose, respectivamente.
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As atividades das enzimas 1-SST e 1-FFT em calos fridveis foram calculadas com
base no tempo de incubacdo de 6h e estdo representadas na figura 13. Apesar da auséncia da
série homologa dos frutanos, foram detectadas atividades das enzimas de sintese desses
carboidratos.

A 1-SST apresentou atividade proxima de zero, com excec¢do da terceira semana de
cultivo quando foi detectada a formagdo de 13,8 pg de produto mg proteina™ h™. A 1-FFT
apresentou uma atividade méaxima no inculo inicial, de 116,8 pg de produto mg proteina™ h”
! e, em seguida, uma diminuicdo até a quinta semana de cultivo aumentando novamente até a
nona semana.

Apesar da atividade da 1-FFT ter sido detectada em calos in vitro, a analise qualitativa
dos carboidratos soltveis in vivo ndo mostra os produtos da sua atividade nos tecidos, a
nistose (GP 4) ou frutanos com GP>4. Isso possivelmente porque o substrato mais simples
dessa enzima € a 1-cestose, produto da 1-SST, e dessa forma, a baixa atividade da 1-SST
tanto in vivo quanto in vitro, limitou o acimulo de frutanos pela baixa concentracdo de
substrato. Existe uma concentracdo celular minima de 1-cestose necessaria para ativar a
sintese de frutanos com GP maior que 3. Segundo Van den Ende e colaboradores (2006) em
Echinops ritro, concentracBes de 1-cestose nas células de aproximadamente 15 mM sdo
necessarias para o inicio da sintese de inulina com GP maior que 3 (Cairns & Pollock, 1988).

Né&o foi verificada atividade da 1-FEH nos diferentes tempos de cultivo, mesmo apés
24 h de incubacdo da enzima in vitro (dados ndo mostrados).

Os valores de atividade enzimatica observados em calos fridveis de V. herbacea foram
muito inferiores aos observados em plantas inteiras cultivadas in vitro (Figuras 24 e 30) e em
plantas cultivadas em casa de vegetacdo, conforme reportado em diversos trabalhos realizados
anteriormente (Portes & Carvalho 2006, Portes et al. 2008, Oliveira et al. 2010, Garcia et al.
2011). Essa baixa atividade da 1-SST tambeém contrasta com o observado em calos de S.
sonchifolius nos quais uma alta atividade da enzima 1-SST (1700 pg de produto.mg de
proteina™® h™) foi observada (Oliveira et al. 2009).

Os resultados da atividade enzimatica estdo de acordo com os dados obtidos na analise
dos perfis de carboidratos e indicam que a baixa atividade metabdlica da via de sintese de
frutanos em calos de V. herbacea nas condi¢Oes experimentais utilizadas foi devida,

especialmente, a baixa atividade da enzima 1-SST.
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Figura 13. Atividade especifica das enzimas 1-SST (A) DP: 1,03; CV: 30,80 e 1-FFT (B) DP:
36,38; CV: 59,16 em calos de V. herbacea cultivados por 9 semanas em meio de cultura MS %2
Macronutrientes + 0,5 mg L de AIB, ap6s 6 h de incubacdo. Valores indicam a média de 3
repeticdes, as barras indicam o erro padrdo. Médias seguidas por letras diferentes diferem pelo
teste de Tukey, P < 0,05.
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4.3 Isolamento de cDNAs de interesse em Vernonia herbacea

Isolamento da sequéncia parcial dos genes EF, 1-SST e 1-FFT

Tendo em vista o interesse em analisar o perfil de expressdo dos genes do
metabolismo de frutanos em Vernonia herbacea, e que somente o gene de 1-FEH ja havia
sido isolado dessa espécie, foi usada a estratégia de isolamento dos demais genes (1-SST e 1-
FFT, EF) por RT-PCR baseado em regides consenso de sequéncias isoladas de outras
espécies. Foi realizada busca no GenBank por genes ortdlogos a EF, 1-SST e 1-FFT isolados
de outras espécies de Asteraceae. Através do alinhamento das sequéncias obtidas no GenBank
foi possivel identificar regides conservadas nos genes de interesse EF, 1-SST e 1-FF. As
regibes conservadas foram utilizadas no desenho dos primers visando ao isolamento de
sequéncia parcial dos genes EF, 1-SST e 1-FF. Os primers selecionados amplificam
fragmentos com tamanhos previstos de 464, 384 e 561 pb, respectivamente (tabela 3). Devido
a maior variabilidade nas sequéncias dos genes de 1-FFT, foram desenhados primers
degenerados para isolamento da sequéncia parcial desse gene em V. herbacea.

A figura 14 apresenta o resultado da reagdo de amplificacdo de fragmentos dos genes
EF, 1-SST e 1-FF. A comparagdo dos fragmentos amplificados indicou que 0s mesmos
apresentaram tamanhos proximos ao esperado. Os fragmentos foram isolados do gel de
agarose, purificados e sequenciados, sendo obtidas sequéncias parciais para os genes EF, 1-
SST e 1-FFT, com 400, 391 e 531 pb, respectivamente (figuras 15, 16 e 17). Os genes da 1-
SST e da 1-FFT de plantas acumuladoras de frutanos, cujas sequéncias completas estdo
depositadas no GenBank, possuem tamanho médio que varia entre 1600 e 1900 pb para 1-SST
e 1800 a 2000 pb para 1-FFT. Ja para o gene EF, o tamanho médio das sequéncias
depositadas no GenBank varia de 1600 a 1900 pb.

A analise do dominio proteico foi realizada através da ferramenta Blast P e identificou
gue ambas as proteinas correspondentes aos fragmentos obtidos dos genes 1-SST e 1-FFT de

V. herbacea séo relacionadas ao grupo das enzimas glicosil hidrolases, conforme esperado.
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1 KB 1-FFT EF 1 KB 1-SST
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Figura 14. Amplificagdo por PCR de fragmentos correspondentes aos genes
sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST), frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT)
e fator de alongamento 1- alpha (EF), marcador molecular de alto peso molecular —
Invitrogen (1KDb).

5" CTGGAGGAATTGTACAAGCGTGTGATCGAGAGATTCGCGAGAAGGAAGCTGCTGAGATGAACAAAA
GGTCGTTCAAATACGCCTGGGTGCTTGACAAGCTCAAGGCTGAGCGTGAACGTGGTATCACCATTG
ATATTGCCTTGTGGAAGTTTGAGACCACCAAGTATTACTGCACGGTCATTGATGCTCCTGGACATCG
TGACTTTATCAAGAACATGATTACTGGTACCTCCCAGGCCGATTGTGCTGTTCTTATCATTGATTCC
ACCACTGGTGGTTTTGAGGCTGGTATTTCCAAGGATGGCCAGACCCGTGAGCATGCTTTGCTTGCTT
TCACTCTTGGGGTCAAGCAAATGATTTGCTGCTGTAACAAGATGGATGCCACCACACCAAAATATT
CCAAGTCAAGGTATGA 3

Figura 15. Sequéncia parcial (400 pb) do gene do fator de alongamento 1- alpha (EF) isolado
de V. herbacea.

5"CCGTTCGCCATGGTGCCCGACCNNTGGTACGACATTGAGGGCGTCATGACGGGCTCCGCCACCGT
CCTCCCCGACGGCCAGATCATCATGCTCTACACTGGCAACGCCTACGATCTCTCCCAACTACAGTG
CCTCGCGTATGCCGTCAACTCGTCTGACCCTCTCCTACTAGAGTGGAGAAAGTATGAGGGCAATCC
CATACTGTTCCCACCACCGGGGGTGGGGTATAAGGATTTTCGGGACCCATCTACTTTATGGATGGG
GCCCGATGGTAAATGGAGGATGGTTATGGGGTCCAAGCATAACCAGACCATCGGTTGTGCCCTGAT
CTATCATACCACTAATTTTACGCATTTCGAGCTTAATAAGGAGGTGCTTCATGCGGTACCC3®

Figura 16. Sequéncia parcial (391 pb) do gene da sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase
(1-SST ) isolado de V. herbacea.
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5" AGTCCCTGATACCGATATGTGGGAATGTGTGGATCTATACCCCGTCTCAACGATCAATGATAGCG
CGCTTGATATCGCGGCATACGGGCCGGGCATCAAGCACGTGATTAAAGAAAGTTGGGAGGGGCAT
GGGATGGATTGGTATTCGATCGGGACTTATGATGCATTCAATGATAAGTGGACCCCTGATAACCCT
GATCTGGACGTGGGTATCGGTTTAAGGTGCGATTACGGAAGGTTCTTTGCGTCAAAGAGTCTCTAC
GACCCGTTGAAGAAAAGGAGAGTCACTTGGGGTTATATTGCAGAATCGGATAGCCCGGACCAGGA
CCTCTCCAGAGGATGGGCTACAATCTATAATGTTGCAAGAACTGTGGTACTAGATAGAAAGACTGG
AATCCATCTGCTTCATTGGCCGGTCGAGGAAATCGAAACTTTGAGATCCAAAGGTCATGAATTCAA
TGACATCAAGCTCGGGCCGGGCTCGATGATTCCACTGAAAGTAGGACAAGCTACACAGTTGGACAT
CGTTGC 3"

Figura 17. Sequéncia parcial (531 pb) do gene da frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-
FFT) isolado de V. herbacea.

As sequéncias obtidas tiveram sua identidade confirmada através da comparagéo com
sequéncias disponiveis no GenBank, com o emprego da ferramenta BLAST, disponivel no
NCBI. Nessa analise, o e-value (expectation value) refere-se ao resultado dos calculos
estatisticos e indica o grau de validade de um alinhamento, de forma que quanto menor este
valor, menor é a probabilidade do alinhamento ocorrer ao acaso. O Score é a pontuacdo que
uma determinada sequéncia recebe, dependendo do grau de correspondéncia encontrada com
sequéncias dos bancos de dados.

Os resultados da anélise pelo BLAST (tabela 12) indicaram alta identidade entre as
sequéncias parciais dos genes de V. herbacea e 0s genes correspondentes de outras espécies
de plantas. A sequéncia parcial do gene EF de V. herbacea apresentou 92% de identidade com
Prunus persia, 91% com Rosa multiflora, 91% com Populus trichocarpa, 91% com Poncirus
trifoliata e 91% com Aralia elata. A sequéncia parcial do gene 1-SST apresentou maior
identidade com os genes 1-SST de Cynara scolymus (86%), Hordeum vulgare (86%) e C.
intybus (82%). A sequéncia referente ao gene 1-FFT apresentou maior identidade com os
genes 1-FFT de Cynara scolymus (83 %), Lactuca sativa (83%) e Taraxacum officinale
(82%).

Com base nos resultados da analise de BLAST, foi possivel confirmar o isolamento de
sequéncias parciais dos genes EF, 1-SST e 1-FF de V. herbacea, com alta identidade com

sequéncias isoladas previamente de outras espécies acumuladoras de frutanos.
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Tabela 12. Resultado da comparacdo das sequéncias parciais dos genes sacarose:sacarose 1-
frutosiltransferase (1-SST),  frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT) e fator de
alongamento 1- alpha (EF) de V. herbacea, com as sequéncias homologas disponiveis no

GenBank.

Sequéncia N° acesso Tipo Organismo Score  E-value Max
V. herbacea ident
EF FJ267653.1 Elongation 1-alpha factor ~ Prunus persica 566 6e-158 92%
JN399225.1 Elongation 1-alpha factor ~ Rosa multiflora 560 3e-156 91%
XM 002315249.1  predicted protein Populus trichocarpa 555 le-154 91%
EU916202.1 Elongation fator 1 Ziziphus jujuba 555 le-154 91%
AY169969.1 Elongation 1-alpha factor ~ Poncirus trifoliata 547 2e-152 91%
JX067859.1 Elongation 1-alpha factor ~ Aralia elata 544 3e-151 91%
1-SST Y09662.1 Sucrose sucrose 1- Cynara scolymus 422 le-114 86%
frutosyltransferase
JQ346799.1 Sucrose sucrose 1- Cichorium intybus 327 3e -86 82%
frutosyltransferase
U81520.1 Sucrose sucrose 1- Cichorium intybus 322 le -84 81%
frutosyltransferase
AK364837.1 Predicted protein Hordeum vulgare 99 2e-17 86%
AK363026.1 Predicted protein Hordeum vulgare 99 2e-17 86%
1-FFT AJ000481.2 Fructan fructan 1- Cynara scolymus 475 1le-130 83%
fructosyltransferase
EU293871.1 Fructan fructan 1- Lactuca sativa 468 2e-128 83%
fructosyltransferase
AJ829550.1 1,2-beta-fructan 1F- Taraxacum 448 3e-122 82%
fructosyltransferase officinale

Anaélise filogenética dos genes 1-SST e 1-FFT

As sequéncias de aminoacidos parciais dos genes 1-SST e 1-FFT isolados foram
alinhadas a outras sequéncias de genes do metabolismo de frutanos depositadas no GenBank.
A arvore filogenética construida comparando-se as sequéncias parciais das proteinas dos
genes 1-SST e 1-FFT de V. herbacea com sequéncias de outras espécies mostrou que as
sequéncias de V. herbacea apresentaram maior similaridade com 0s respectivos genes de
outras espécies de Asteraceae, conforme esperado (figura 18).

Foram formados cinco grandes grupos: grupo | contendo sequéncias do gene 1-SST de
V. herbacea e de outras Asteraceae, grupo Il contendo as sequéncias do gene 1-SST de
Poaceae, grupo Il contendo sequencias do gene 1-FEH de Asteraceae e Poaceae, grupo 1V


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/25045758?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G03WGVCD013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162424642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G03WGVCD013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112807680?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G03WGVCD013
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contendo as sequéncias do gene 1-FFT de Poaceae e grupo V contendo as sequéncias do gene
1-FFT de V. herbacea e de outras Asteraceae.

As enzimas de biosintese de frutanos, assim como as invertases, S&o0
frutosiltransferases, diferindo entre si apenas em seus doadores e aceptores finais (Van Laere
& Van den Ende 2002). De fato, andlises filogenéticas indicam que os genes da sintese de
frutanos evoluiram a partir de invertases vacuolares (Schroeven et al. 2009). J& os genes
envolvidos na degradacdo de frutanos evoluiram a partir de invertases de parede celular que
posteriormente adquiriram um sinal para a localizacdo vacuolar (Van Laere & Van den Ende
2002). Em V. herbacea a anélise de uma sequencia de cDNA do gene 1-FEH, obtida por
Asega e colaboradores (2008), também indicou uma maior relacdo deste com invertases de
parede celular.

Os resultados das anélises das sequéncias parciais dos genes de sintese de frutanos em
V. herbacea reforcam a divergéncia entre as Divisdes Liliopsida e Magnoliopsida, o que esta
de acordo com o modelo de origem polifilética proposto para a flora sintetizadora de frutanos
(Ritsema & Smeekens 2003).

Os rizoforos de V. herbacea acumulam até 80% de sua massa seca na forma de
frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993). Além do potencial econdmico como
planta produtora de frutanos, V. herbacea é considerada um modelo para o estudo da
influéncia de fatores ambientais no metabolismo destes compostos e da sua relagdo com a
tolerancia a esses fatores (Carvalho & Dietrich 1992, Dias-Tagliacozzo et al. 2004, Carvalho
et al. 2006, Portes & Carvalho 2006, Portes et al. 2008, Oliveira et al. 2010, Garcia et al.
2011).

Apesar da importancia desta espécie como modelo experimental, até o momento
apenas um estudo de clonagem e sequenciamento foi realizado com o gene 1-FEH (Asega et
al. 2008). Dessa forma a obtencdo de sequéncias, mesmo que parciais, de genes do
metabolismo de frutanos em V. herbacea é de extrema importancia, pois além de auxiliar o

estudo da expressao destes genes, facilitam a realiza¢do da sua clonagem.
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Figura 18. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de proteinas deduzidas dos
genes sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-Sst), frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-
Fft), 1- frutano exohidrolase (1-Feh) e invertase vacuolar (Inv), de V. herbacea e de outras
espécies acumuladoras de frutanos, depositadas no GeneBank. Em negrito e sublinhado estéo
as sequencias obtidas de V. herbacea. A legenda com as outras sequencias, assim como o
nimero de acesso no Genbank, estdo disponiveis em Materiais e Métodos. A barra de escala
representa valor de distancia igual a 0,2. Analise realizada usando Neighbor-Joining, com

1000 réplicas de bootstrap.
Validacdo dos primers para as analises de qRT-PCR

As sequéncias dos primers utilizados nos experimentos de gRT-PCR estdo ilustradas
na tabela 4. Os primers foram testados por uma reacdo de PCR, sendo possivel observar a
amplificagdo de bandas especificas com tamanhos proximos aos esperados: 1-FEH (199 pb),
185 RNA (102 pb), 1-SST (163 pb), EF (163 pb), 1-FFT (140 pb) (figura 19).
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A andlise da curva de desnaturagdo dos fragmentos amplificados utilizando os pares de
primers selecionados (figura 20) indicou uma amplificacdo especifica dos genes do
metabolismo de frutanos e para o gene de referéncia 18S. O gene de referéncia EF apresentou
uma projecdo abaixo da linha de base, 0 que pode estar associado a uma amplificacdo
inespecifica; no entanto, a figura 19 mostra que o par de primers promoveu a amplificagdo de
um anico fragmento com o tamanho esperado.

A avaliacdo dos genes de referéncia foi feita com base na anélise da expressao destes
em amostras submetidas aos diferentes tratamentos. A figura 21 mostra que ambos 0s genes,
EF e 18S, apresentaram uma expressdo estavel.

A andlise da estabilidade de expresséo foi realizada utilizando o programa BestKeeper
(Pfaffl, 2004) que determina o gene de referéncia mais estavel com base no coeficiente de
correlacdo (r), que corresponde a média geométrica dos valores CP dos genes avaliados. De
acordo com o programa, o gene 18S apresentou um valor de 0,822 (p=0,004) e o EF um valor
de 0,872 (p=0,001) sendo o ultimo indicado pelo programa como melhor candidato a gene de

referéncia.

| v

Figura 19. Amplificacdo por PCR de fragmentos correspondentes aos genes:
sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST), frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT)
e fator de alongamento 1- alpha (EF), 18S RNA ribossomal (18S) e marcador molecular de

baixo peso molecular — Invitrogen (100 pb).
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Figura 20. Curvas de desnaturacdo dos fragmentos amplificados, utilizando os pares de
primers selecionados. A) 1-FEH, B) 1-SST, C) 1-FFT, D) 18S, E) EF.
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Figura 21. Avaliacdo da estabilidade dos genes de referéncia. A) 18 S RNA - rRNA e B)

Fator de alongamento 1- alpha - EF, em rizéforos de plantas de V. herbacea cultivadas in

vitro. C- controle, plantas cultivadas em meio de cultura sem adic¢do de carbono por 7 dias.
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4.4 Estudo do metabolismo de frutanos em plantas cultivadas in vitro
4.4.1 Efeito de diferentes fontes de carbono

Plantas de V. herbacea com 5 meses de idade, obtidas por brotagcdo de segmentos de
rizoforos oriundos do cultivo in vitro, foram cultivadas na auséncia de carbono por 7 dias e,
em seguida, transferidas para meios de cultura suplementados com glucose, frutose ou
sacarose. O objetivo desse experimento foi avaliar como diferentes fontes de carbono
influenciam na reversdo da condicdo de deficit energético para a condicéo de disponibilidade
de carbono e de como essa reversédo atua no metabolismo de frutanos.

Trabalhos anteriores envolvendo o cultivo da espécie em casa de vegetacdo indicaram
uma grande variacdo de resultados nos periodos de transicdo do metabolismo de frutanos
(Asega & Carvalho 2004, Garcia et al. 2011). Essa variacdo é associada a falta de
sincronismo da resposta ao estimulo externo e ocorre provavelmente devido a grande
variabilidade genética observada em populacfes naturais.

No presente trabalho optou-se pelo uso do cultivo in vitro como uma forma de
minimizar essas variacOes. Entretanto, o tempo de resposta das plantas a suplementacéo do
meio com carbono variou entre as repeti¢Ges, dificultando a diferenciacdo das médias pela
analise de variancia. Dessa forma neste experimento os teores de frutose total e a atividade
enzimatica sdo discutidos com base em tendéncias.

O conteudo de frutose total (tabela 13) da parte aérea nas plantas controle cultivadas
na auséncia de carbono foi de 63,02 mg g* de massa seca. As plantas que receberam
suplementacdo com sacarose e frutose mostraram uma tendéncia de aumento no conteudo de
frutose durante os cinco dias de cultivo e as cultivadas com glucose apresentaram queda no 5°
dia.

Nos rizéforos de plantas controle o teor foi de 93,4 mg g* massa seca e a
suplementacdo do meio de cultura com sacarose, frutose ou glucose levou a um aumento
desses teores, com diferenca significativa no segundo dia de cultivo em glucose.

A tendéncia para menor acumulo de frutose total nos riz6foros de plantas controle é
resultado da instalacdo do déficit energético nessas plantas. Segundo Carvalho & Dietrich
(1993) em rizoforos de V. herbacea, a reducgdo na concentragdo de frutanos e o aumento de
frutose livre ocorre entre as fases de brotacdo e floracdo, como resultado da hidrolise de
frutanos, e estd associada a liberacdo de energia para o crescimento quando a demanda

energética da planta é mais elevada.
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A andlise qualitativa dos carboidratos solGveis por HPAEC/PAD indicou a presenca
da série homologa da inulina em todos os 6rgdos da planta e em todos os tratamentos, ndo
sendo observadas alteracdes significativas nos perfis de frutanos na parte aérea (figura 22) e
nos rizéforos (figura 23). A comparacdo das duas partes da planta, entretanto, mostra uma
maior proporcdo de hexoses (glucose e frutose) na parte aérea em relacdo aos frutanos.

As anélises quantitativa e qualitativa dos agUcares sollveis das plantas cultivadas in
vitro indicaram que os trés aculcares utilizados como fontes de carbono no meio de cultivo,

sacarose, frutose ou glucose atuaram de forma semelhante.

Tabela 13. Contetdo de frutose total na parte aérea e em riz6foros de plantas de V. herbacea
cultivadas in vitro. Os valores representam a média de 3 repeticGes. Médias seguidas pela
mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, P < 0,05. Sac - sacarose, Fru

- frutose, Glu - glucose e C — plantas controle, sem adic&o de carbono.

Fonte de Dias de Frutose total mg g™ de massa seca

Carbono cultivo Parte aérea (1) Rizoforo (2)
Sac 1 112,70 a 209,36 ab
Sac 2 91,43 a 197,72 ab
Sac 5 106,65 a 184,92 ab
Fru 1 65,98 a 199,97 ab
Fru 2 117,50 a 205,27 ab
Fru 5 96,98 a 176,87 ab
Glu 1 72,26 a 215,24 ab
Glu 2 70,14 a 275,71 a
Glu 5 48,44 a 191,69 ab

C 0 63,02 a 93,43 b

(1) DP=32,9; CV=38,9; (2) DP=55,0. CV = 28.2
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Figura 22. Perfis cromatogréaficos por HPAEC/PAD dos carboidratos soluveis da parte aérea
de plantas de V. herbacea cultivadas in vitro, sob déficit de carbono por 7 dias, controle (J) e,
posteriormente, submetidas a diferentes fontes de carbono por 1, 2 e 5 dias. Sacarose A) 1 dia,
B) 2 dias, C) 5dias; Frutose D) 1 dia, E) 2 dias, F) 5 dias; Glucose G) 1 dia, H) 2 dias, I) 5
dias. G, F, S, 1-K, N e >4 referem-se aos tempos de elui¢cdo de glucose, frutose, sacarose, 1-

cestose, nistose e frutanos com grau de polimerizacdo maior que 4, respectivamente.
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Figura 23. Perfis cromatograficos por HPAEC/PAD dos carboidratos soltveis em rizéforos

de plantas de V. herbacea cultivadas in vitro, sob déficit de carbono por 7 dias, controle (J) e,

posteriormente, submetidas a diferentes fontes de carbono por 1, 2 e 5 dias. Sacarose A) 1 dia,

B) 2 dias, C) 5dias; Frutose D) 1 dia, E) 2 dias, F) 5 dias; Glucose G) 1 dia, H) 2 dias, I) 5

dias. G, F, S, 1-K, N e >4 referem-se aos tempos de elui¢cdo de glucose, frutose, sacarose, 1-

cestose, nistose e frutanos com grau de polimerizagdo maior que 4, respectivamente.
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A atividade das enzimas 1-SST, 1-FFT e 1-FEH apresentada na figura 24, foi
calculada com base nos tempos de incubacéo de 4, 2 e 3 h, respectivamente.

Durante o periodo experimental, a atividade da 1-SST na parte aérea de plantas
tratadas com frutose e glucose (figura 24A) foi semelhante a verificada nas plantas controle,
enquanto nas plantas tratadas com sacarose, a atividade da 1-SST aumentou progressivamente
com o tempo de cultivo.

Rizéforos de plantas controle (figura 24B) ndo apresentaram atividade de 1-SST,
porém, apds a transferéncia para os meios de cultura suplementados com as diferentes fontes
de carbono, esta atividade foi detectada a partir do primeiro dia de cultivo nos tratamentos
com glucose ou frutose, e a partir do segundo dia, no tratamento com sacarose. Aos 5 dias, a
atividade da 1-SST atingiu os valores mais elevados, 101,2; 92,6 e 132,6 pg de produto mg
proteina™ h™ para sacarose, frutose e glucose, respectivamente.

Em rizoforos, o perfil de expressao relativa do gene 1-SST (Figuras 25B e 26B)
acompanhou o perfil da atividade da enzima, com baixo acimulo de transcrito nas plantas
controle, cultivadas na auséncia de fonte de carbono e aumento da expressao relativa apos a
transferéncia das plantas para os meios de cultura suplementados com sacarose, glucose ou
frutose. Ja na parte aérea, relacdo semelhante ndo foi observada, uma vez que a atividade das
enzimas nos tratamentos com frutose e glucose foi semelhante ao controle e constante ao
longo do periodo experimental, enquanto a expressdo apresentou uma tendéncia de aumento.

Aos 5 dias de cultivo, a expressdo relativa do gene 1-SST normalizada com o gene de
referéncia 18S indicou um aumento de 27,4; 60,6 e 46,6 vezes em relacdo ao controle na parte
aérea de plantas suplementadas com sacarose, frutose ou glucose, respectivamente (figura
25A). O perfil de expressao relativa de 1-SST na parte aérea normalizado com o gene de
referéncia EF foi similar ao do 18S, sendo que a expressdo apresentou um aumento de 16,2;
32,6 e 24,1 vezes em relacdo ao controle, nos tratamentos sacarose, frutose ou glucose,
respectivamente (figura 26A). Foi possivel identificar um pico na expressdo do gene no
primeiro dia de tratamento com sacarose, seguido de uma reducdo, enquanto que nos meios
suplementados com frutose ou glucose, observou-se um aumento maior da expresséo no
quinto dia de cultivo.

Em rizoforos, a expressdo relativa do gene 1-SST, normalizada com o gene de
referéncia 18S, indicou um aumento de 90; 79,4 e 227,6 vezes em relacdo ao controle ap0os 5
dias de cultivo em meio suplementado com sacarose, frutose ou glucose, respectivamente

(figura 25B), enquanto a expressdo normalizada com o gene de referéncia EF apresentou um



69

aumento de 82,6; 62,8 e 133,5 vezes em relacdo ao controle apos 5 dias de cultivo com
sacarose, frutose ou glucose, respectivamente (figura 26B).

A Dbaixa expressdo do gene 1-SST observada nas plantas controle interferiu nos
calculos da expressdo relativa, dificultando uma determinacdo mais precisa da expressao
relativa deste gene. No entanto, observou-se uma tendéncia clara de aumento gradual da
expressao ao longo do tempo de cultivo.

O aumento na atividade da enzima 1-SST em resposta ao aumento da disponibilidade
de fotoassimilados foi descrito anteriormente para V. herbacea (Asega & Carvalho 2004,
Portes & Carvalho 2006). Estudos da expressdo do gene 1-SST em outras espécies também
indicam uma correlagdo entre disponibilidade de carbono e aumento da expressdo. Em trigo
(Triticum aestivum) a atividade das enzimas envolvidas na sintese de frutanos foi induzida
pela sacarose além de outros aglcares como glucose, frutose, trealose e maltose (Martine-
Noel et al. 2001). De modo semelhante, Kusch e colaboradores (2009), trabalhando com
cultivo de raizes de chicéria (C. intybus), observaram que a elevacdo da concentragdo de
sacarose do meio de cultivo de 3 para 6 % promoveu aumento na transcricao dos genes 1-SST
e 1-FFT.

Em rizdforos, a comparacdo dos niveis de expressao relativa com os de atividade da 1-
SST sugere uma correlacdo entre ambas, havendo uma tendéncia de aumento da atividade e
da expressdo apos a transferéncia das plantas da condicdo de déficit de carbono para 0s meios
suplementados com sacarose, frutose e glucose. Na parte aérea foi observada a correlacédo
entre atividade enzimatica e expressdo somente no tratamento com sacarose, sendo que nos
tratamentos frutose e glucose, a expressdo relativa apresentou um aumento maior apenas no
quinto dia de cultivo, o qual ndo foi verificado na atividade enzimatica, provavelmente devido
a defasagem de tempo entre a transcri¢do e a traducdo do gene e a ativacdo de uma enzima
funcional.

Estudos envolvendo a biossintese de frutanos identificaram que existe uma
concentracdo minima de sacarose a partir da qual tem inicio a atividade da 1-SST e a
biossintese de frutanos, sendo que o conhecimento sobre a biossintese destes compostos esta
baseado neste fato (Cairns & Pollock, 1988, De Roover et al. 2000).

Dessa forma podemos supor que exista uma concentracdo minima de sacarose
necessaria para estimular a transcricdo desse gene. Assim, é provavel que na parte aérea, a
resposta mais rapida a sacarose promovendo inducdo da atividade e expressdo do gene 1-SST
esteja relacionada a maior eficiéncia no transporte deste aglcar em relagdo a frutose e a

glucose. Essa concentracdo minima de sacarose necessaria para 0 inicio da transcrigdo
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também explicaria a maior atividade enzimatica observada na parte aérea das plantas controle
em relacdo aos rizoforos, uma vez que a inversdo da razdo fonte/dreno associada a
fotossintese, mesmo que em baixas taxas contribuiram para uma maior concentracdo de
hexoses e sacarose na parte aérea (figura 22) em comparacdo com rizéforos (figura 23).

O fato da atividade da 1-SST acompanhar, em geral, as alteragdes da expressdo do
gene 1-SST sugere a existéncia de um mecanismo de regulagdo transcricional controlado,
possivelmente, pela disponibilidade de sacarose, frutose e glucose em V. herbacea.

Esse resultado estd de acordo com o obserado na literatura, em que analises de
expressdo de genes envolvidos no metabolismo de frutanos revelaram que alteragdes na
transcrigcdo sdo geralmente acompanhadas por alteracdo na atividade enzimatica e no acimulo
de frutanos, sugerindo que a regulacdo desses genes se da no nivel transcricional, como
observado em V. herbacea (Asega et al. 2011), Hordeum vulgare (Luscher et al. 2000, Wang
et al. 2000), C. intybus (Van den Ende et al. 2000) e Lolium perene (Chalmer et al. 2003).

Os dados referentes a atividade da 1-FFT na parte aérea (figura 24C) ndo mostraram
uma tendéncia clara de variagdo, enquanto, nos rizéforos (figura 24D), a atividade foi mais
estavel e semelhante ao controle, destacando-se apenas um aumento no primeiro dia sob
sacarose. Ndo foram observadas alterac@es na atividade enzimatica em funcéo do tempo de
cultivo ou da suplementacdo com as diferentes fontes de carbono.

Resultados obtidos anteriormente com a 1-FFT de V. herbacea mostraram que esta
enzima ndo apresenta muitas variagfes durante o ciclo fenologico (Portes & Carvalho, 2006)
e nem sob a influéncia de fatores ambientais como, altas concentragdes de CO, (Oliveira et al.
2010), défict hidrico (Garcia et al. 2011) e baixas temperaturas (Portes et al. 2008).

No entanto, a expressdo relativa da 1-FFT na parte aérea aumentou inicialmente em
plantas tratadas com sacarose e gradualmente em plantas tratadas com frutose, enquanto nas
tratadas com glucose, ndo houve aumento de expressdo. Naquelas cultivadas com sacarose 0
aumento da expressdo foi pronunciado ja no primeiro dia de cultivo, resposta bem mais rapida
do que em plantas tratadas com frutose, nas quais 0 aumento foi pronunciado apenas apos 5
dias. Aos 5 dias de cultivo o célculo da expressdo relativa normalizado com o gene de
referéncia 18S indicou que, em relacdo ao controle, a expressdo apresentou um aumento de
10,4; 10,2 e 3,1 vezes nos tratamentos com sacarose, frutose e glucose, respectivamente
(figura 25C), enquanto que a expressao normalizada com o gene de referéncia EF apresentou
um aumento de 6,2; 8,4 e 4,7 vezes em plantas sob estes tratamentos (figura 26C).

Em rizéforos, a expressdo relativa da 1-FFT aumentou no primeiro dia em plantas

cultivadas nas trés fontes de carbono, e permaneceu praticamente constante até o quinto dia de
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cultivo. Neste ponto do experimento, a expressdao da 1-FFT normalizada com o gene de
referéncia 18S, aumentou 20; 17,4 e 21,5 vezes nas plantas tratadas com sacarose, frutose e
glucose, respectivamente em relacdo as plantas controle (figura 25D). Quando normalizada
com o gene de referéncia EF, a expressdo apresentou um aumento de 16,2; 13,4 e 16 vezes
nas plantas tratadas com sacarose, frutose e glucose, respectivamente (figura 26D).

A comparacdo dos dados da expressdo relativa com os da atividade enzimatica ndo
permite o estabelecimento de uma correlacdo direta entre ambas. Esse resultado pode ser
devido a existéncia de um mecanismo de regulacdo pds transcricional para 0 gene nessa
espécie, 0 que contraria 0 conhecimento de que os genes do metabolismo de frutanos sdo
regulados principalmente em nivel de transcricdo (Van den Ende et al. 2002).

Outra possibilidade pode estar relacionada as caracteristicas dessa enzima, capaz de
promover tanto o alongamento como a diminuicdo do comprimento das cadeias de frutanos, o
que pode dificultar a precisdo de deteccdo da atividade enzimatica. De fato, na analise da
incubagdo enzimética da 1-FFT realizada neste trabalho foi possivel identificar nas amostras
com atividade enzimatica mais elevada, a formacao de fruto-oligossacarideos com GP 5, além
da nistose (GP 4) (figura 27). Como a determinacéo da atividade é feita com base na producéo
da nistose, essa reagdo sequencial pode influenciar na correta determinacdo da atividade da
enzima.

Dessa forma, apesar de possuir doadores e aceptores preferenciais, a 1-FFT é capaz de
catalisar diversas reacdes de transferéncia de grupos frutosil, apresentando, no entanto
eficiéncia menor que a observada quando utiliza substratos e doadores preferencias (Van den
Ende 2002). Pode-se sugerir que uma baixa afinidade da 1-FFT de V. herbacea pelo substrato
1-cestose influenciaria na determinacdo da atividade. Entretanto, segundo Itaya e
colaboradores (2007), a 1-FFT de V. herbacea tem afinidade com substratos de GP baixos,
como a 1-cestose utilizada no presente trabalho, para promover o alongamento dos fruto-
oligossacarideos, de forma que a baixa afinidade pelo substrato ndo deve ser responsavel pela
inconsisténcia das respostas obtidas nas analises de atividade enzimética e expressdo relativa
do gene.

A 1-FEH apresentou atividade elevada nas plantas controle, sob déficit de carbono.
Esta condicédo parece ter promovido a mobilizacdo de frutanos, resultado que, segundo Asega
& Carvalho (2004), indica a instalacdo de um déficit energético que leva a mobilizacdo das
reservas de carbono nos tecidos. Em seguida, a transferéncia das plantas para o meio contendo
carbono acarretou na reducdo da atividade e consequente redugdo na mobilizacdo de reservas

na parte aérea e nos rizéforos, sendo essa reducdo mais pronunciada no cultivo com frutose e
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com glucose (figuras 24E, 24F). Ainda nos rizoforos, verificou-se uma tendéncia a
diminuicdo gradual da atividade com o aumento do tempo de cultivo com sacarose e com
frutose, mas especialmente em sacarose. Aos 5 dias ndo se observou diferencas nas
atividades enzimaticas nos diferentes tratamentos, sugerindo que os trés tipos de acucares
parecem atuar de forma semelhante na regulacéo da 1-FEH, reduzindo significativamente sua
atividade e sua expressédo (Figuras 24 E,F; 25 E,F e 26 E,F). Esses dados sdo consistentes com
outros estudos que mostram que a sacarose inibe a atividade in vitro da 1-FEH como o de
Asega et al. (2008) em V. herbacea, De Roover et al. (2009) em C. intybus e Marx et al.
(1997) em H. tuberosus.

A andlise da expressdo relativa do gene 1-FEH mostra que tanto na parte aérea
(figuras 25E e 26E) quanto nos rizéforos (figuras 25F e 26F) a expressao foi mais elevada nas
plantas controle, submetidas ao déficit de carbono. Quando transferidas para meio de cultura
suplementado com carbono, verificou-se que a quantidade relativa do transcrito no primeiro
dia de cultivo diminuiu tanto em rizéforos quanto na parte aérea, nos trés tratamentos, sendo o
resultado consistente para ambos os genes de referéncia.

Os dados estdo de acordo com os observados na literatura, em que plantas submetidas
a condicBes que limitaram a fotossintese e a disponibilidade de acUcares induziram ao
aumento da atividade do gene 1-FEH, como a desfolha em V. herbacea (Asega et al. 2008),
Dactylis glomerata (Yamamoto & Mino 1989) e Lolium perene (Morvan et al. 1997) ou
baixas temperaturas em V. herbacea (Asega et al. 2008), C. intybus (Van den Ende et al.
2000) e Triticum aestivum (Van den Ende et al. 2005).

A reducdo na expressdo relativa do gene 1-FEH foi acompanhada pela redugdo na
atividade enzimatica, indicando a existéncia de um mecanismo de regulacdo transcricional
para esse gene, influenciado direta ou indiretamente pelos teores internos de agucares. Os
resultados das analises de atividade e expressdo do gene 1-FEH observados nesse
experimento estdo de acordo com os observados previamente para o0 gene (Asega et al. 2008,
Asega et al. 2011) e sdo consistentes com o papel da 1-FEH na mobilizagdo das reservas de
frutanos.

O baixo teor de frutanos observado em rizoforos de plantas controle (tabela 13) indica
que o periodo de sete dias de cultivo em déficit de carbono iniciou a condicdo de déficit
energético e mobilizacdo de reservas, e que a transferéncia das plantas para o meio de cultura
suplementado com sacarose, frutose ou glucose, promoveu a reversdo desse déficit energético.

As analises indicam que sacarose, frutose e glucose atuam de forma semelhante na

regulacdo do metabolismo de frutanos. A incubacgdo na presenca desses carboidratos no meio
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de cultura promoveu 0 aumento da atividade/expressdo do gene 1-SST e diminui¢do do gene
1-FEH, resultados esses que estdo de acordo com a hip6tese de um mecanismo de regulagédo
unico, porém com efeito inverso para os genes 1-SST e 1-FEH (Morvan et al. 1997, Asega &
Carvalho 2004). A suplementacdo com esses acgucares também promoveu o0 aumento na
expressdo do gene 1-FFT a qual ndo foi acompanhada do aumento na atividade enzimaética,
indicando a existéncia de algum mecanismo de regulagdo pds transcricional ou uma

inconsisténcia circunstancial entre a atividade enzimatica e a expressao génica.
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Figura 24. Atividades especificas de 1-SST, 1-FFT e 1-FEH em plantas de V. herbacea
cultivadas in vitro na auséncia de carbono e, em seguida, submetidas a diferentes fontes de
carbono: 1-SST - A) parte aérea, B) rizoforo; 1-FFT - C) parte aérea, D) rizoforo; 1-FEH - E)
parte aérea, F) riz6foro. Valores indicam a média de 3 repeticdes, as barras indicam o erro
padrdo. Letras comparam as médias nos diferentes tempos e tratamentos diferem pelo teste de
Tukey P < 0,05. A) DP: 39,2 CV: 99,3; (B) DP: 56,3 CV: 124,2; (C) DP: 134,3 CV: 32,5; (D) DP: 110,1
CV: 26,4; (E) DP: 125,0 CV: 38,7; (F) DP: 142,5 CV: 35,5.
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controle) e, em seguida, submetidas a diferentes fontes de carbono. 1-SST - A) parte aérea, B)

rizoforo; 1-FFT - C) parte aérea, D) rizéforo; 1-FEH - E) parte aérea, F) rizforo. As barras

representam + erro padrao(n=2).
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Figura 26. Expressao relativa dos genes 1-SST, 1-FFT e 1-FEH, utilizando o gene EF como

referéncia, em plantas de V. herbacea cultivadas in vitro na auséncia de carbono (C —

controle) e, em seguida, submetidas a diferentes fontes de carbono. 1-SST - A) parte aérea, B)

rizoforo; 1-FFT - C) parte aérea, D) rizéforo; 1-FEH - E) parte aérea, F) rizoforo. As barras

representam + erro padrdo (n=2).
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Figura 27. Perfis cromatogréficos por HPAEC/PAD dos produtos de incubacdo da 1-FFT de
rizoforos de plantas de V. herbacea cultivadas in vitro, utilizando o trissacarideo 1-cestose
como substrato (1-K — GP 3) em diferentes tempos de incubacdo. N — nistose (GP 4) e GP 5,
frutano com GP 5.
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4.4.2 Efeito de diferentes concentragdes de sacarose

Plantas de V. herbacea com 5 meses de idade, obtidas por brotacdo de segmentos de
rizoforos oriundos do cultivo in vitro foram cultivadas por 30 dias em meio de cultura
suplemetantado com 0, 3, 6 e 9 % de sacarose.

O cultivo de plantas em meio de cultura sem sacarose (tabela 14) promoveu o intenso
consumo das reservas das plantas, levando a uma diminuicéo do teor de frutose total na parte
aérea de 72,5 para 0,16 mg g™ de massa seca e em rizéforos de 108,6 para 24,8 mg g™ de
massa seca. Ja o cultivo em meio de cultura suplementado com 6 e 9% de sacarose promoveu
um aumento no conteudo de frutose total de 1,5 e 3,2 vezes na parte aérea e 2,8 e 3,7 vezes
em rizéforos, respectivamente. Os conteldos mais elevados tanto na parte aérea quanto nos
rizéforos foram observados no meio contendo 9% de sacarose (230,9 e 408,5 mg g™ de massa
seca, respectivamente).

Neste experimento o teor de frutose nos rizéforos, 408,5 mg g™ de massa seca foi mais
proximo ao de 607,2 mg g™ de massa seca observado em rizéforos de plantas cultivadas em
casa de vegetacdo. Maior acimulo de frutanos em plantas cultivadas in vitro em meio de
cultivo suplementado com doses elevadas de sacarose tambem foi verificado em Agave
tequilana e A. inaequidens, nas quais a transferéncia de plantas cultivadas em meio de cultura
suplementado com 3% para 8% de sacarose promoveu 0 aumento na expressao dos genes 1-
SST e 1-FFT e consequentemente maior acumulo de frutanos (Suarez-Gonzélez et al. 2013).

Os resultados da anélise qualitativa por HPAEC/PAD (figura 28) indicaram a presenca
da série homdloga da inulina na parte aérea e nos rizéforos em todas as concentracdes de
sacarose utilizadas. Entretanto na auséncia da fonte de carbono foram observados apenas
tracos da série homdloga da inulina em ambos tecidos. Ndo foram observadas diferencas no
padrdo de distribuicdo das moléculas de inulina entre os tratamentos com 3, 6 e 9% de
sacarose, mas a comparacgao entre parte aérea e rizoéforos mostra uma maior proporcéo de
hexoses (glucose e frutose) na parte aérea.

A concentracdo de 9% de sacarose no meio de cultura estimulou a produgédo de inulina
nos tecidos in vitro, enquanto a auséncia de sacarose propiciou o0 consumo das reservas das
plantas. Essa dependéncia de fonte de carbono externa e o consumo elevado da reserva pode
ser explicada pela baixa taxa fotossintética normalmente observada em plantas cultivadas in
vitro (Grout 1988).

O potencial osmotico reduziu gradativamente com o aumento da concentragdo de

sacarose meio de cultura, de -0,34 para -0,92 MPa em meio de cultura com 0 e 9% de
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sacarose, respectivamente (figura 29). Garcia e colaboradores (2011) associaram valores de
potencial osmético do solo de -1 MPa com o aumento da atividade das enzimas de sintese de
frutanos em plantas. Logo, além da maior disponibilidade de sacarose, o baixo potencial
osmotico observado em meio de cultura suplementado com 9% de sacarose pode ter

contribuido para o maior acumulo de frutanos observado nesse tratamento.

Tabela 14. Conteldo de frutose total na parte aérea e no rizéforo de plantas de V. herbacea
cultivadas in vitro sob diferentes concentracdes de sacarose por 30 dias. Os valores
representam a média de 4 repetiches. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo
diferem pelo teste de Tukey, P < 0,01.

Sacarose  Frutose total mg g~ de massa seca

(%) Parte aérea Rizéforo @
0 0,16 a 2480 a
3 81,03 ab 98,38 a
6 108,84 b 305,04 b
9 230,90 c 408,57 ¢

(1) DP=41,4; CV=39,3 ; (2) DP= 48,6, CV = 23 2.
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Figura 28. Perfis cromatogréficos por HPAEC/PAD dos carboidratos soltveis de plantas de
V. herbacea cultivadas in vitro por 30 dias em diferentes concentragdes de sacarose. Parte
aérea: A) 0%; B) 3%; C) 6%; E) 9%. Rizo6foro: E) 0%; F) 3%; G) 6%; H) 9%. G, F, S, 1-K, N
e >4 referem-se aos tempos de eluicdo de glucose, frutose, sacarose, 1-cestose, nistose e

frutanos com grau de polimerizagdo maior que 4, respectivamente.
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Figura 29. Potencial osmético do meio de cultura MS Y% macronutrientes sem fonte de
carbono e com diferentes concentrac@es de sacarose. Os valores representam a média de trés

repeticdes e as barras representam o desvio padrdo da média (n=3).

A atividade das enzimas 1-SST, 1-FFT e 1-FEH foram calculadas com base nos
tempos de incubacéo de 4, 2 e 3 h, respectivamente.

A atividade da 1-SST apresentou um padrdo de atividade semelhante na parte aérea
(figura 30A) e nos rizoforos (figura 30B), sendo préxima de zero na auséncia de sacarose,
aumentando linearmente com o aumento da concentracéo de sacarose no meio de cultura. Sob
9% de sacarose, a atividade enziméatica média observada foi de 595,4 e 969,6 ug de produto
mg de proteina™ hora™ para parte aérea e rizoforos, respectivamente, valores cerca de 34 e
334 vezes maiores aos observados no cultivo sem sacarose.

Segundo Kusch e colaboradores (2009), além de servir como substrato para a sintese
de frutanos, a sacarose atua na regulacdo do gene 1-SST, estimulando sua transcricdo quando
em altas concentraces. Para esses autores, a relacdo entre carbono e nitrogénio no cultivo in
vitro tem um papel determinante no estimulo a sintese de frutanos. Os resultados obtidos no
presente trabalho estdo de acordo com essas observagdes uma vez que tanto na parte aérea
como nos rizéforos a sacarose promoveu aumento na atividade da enzima 1-SST, propiciando
um maior acumulo de frutanos.

Com relacdo a 1-FFT na parte aérea (figura 30C), observou-se que, semelhantemente a
1-SST, ocorreu um aumento linear da atividade em funcdo do aumento da concentracéo de
sacarose no meio de cultivo, sendo que em 9% de sacarose a atividade enzimatica foi de 891,2
g de produto mg de proteina™ hora™, cerca de 5 vezes maior do que a detectada no cultivo
sem sacarose.

Em rizoforos, embora as variagcOes apresentadas na atividade da 1-FFT ndo foram

significativas (figura 30D), observou-se uma diminuicdo entre as plantas cultivadas na
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auséncia de sacarose (745,7 pg de produto mg de proteina™ hora™) e as que receberam 3%
deste aglicar no meio (406,9 pg de produto mg de proteina™ hora™). A partir desta
concentracdo, verificou-se aumento significativo da atividade, sendo que no tratamento com
9% de sacarose a atividade enzimatica observada foi de 1021,5 pg de produto mg de proteina”
! hora™.

A atividade da 1-FEH (figuras 30E e 30F) em meio de cultura livre de sacarose foi de
504,3 e 12942 ug de produto mg de proteina’ hora® para parte aérea e rizéforos,
respectivamente. Ja no cultivo em meio suplementado com sacarose, a atividade foi inferior e
ndo apresentou variacdo entre os tratamentos com 3, 6 e 9% de sacarose. A média da
atividade, considerando as 3 concentragdes de sacarose foi de 198,5 e 302,3 ug de produto mg
de proteina™ hora™para parte aérea e rizéforos, respectivamente. Os resultados indicam que,
ao contrario do observado para as enzimas de sintese, a 1-FEH teve sua atividade inibida ja
aos 3% de sacarose no meio de cultura.

Esses resultados evidenciam o papel da sacarose na regulacdo 1-FEH inibindo sua
atividade, conforme demonstrado para H. tuberosus (Marx et al. 1997) e V. herbacea (Asega
et al. 2008) e estdo de acordo com o observado no experimento sobre o efeito de diferentes
fontes de carbono no metabolismo de plantas cultivadas in vitro (figura 24). Sdo também
consistentes com o papel desta enzima na despolimerizacdo de frutanos conforme modelo
proposto por Edelman & Jefford (1968) para o metabolismo de frutanos em tubérculos de
Helianthus tuberosus e confirmado por Koops & Jonker (1996) e Lucher et al. (1996).

O cultivo por 30 dias na auséncia de sacarose promoveu a atividade da 1-FEH e inibiu
a 1-SST em rizoforos e parte aérea. J4 o cultivo em meio com diferentes concentragdes de
sacarose promoveu um efeito intenso na regulacdo da atividade enzimatica, inibindo a
atividade da 1-FEH a partir de 3% e promovendo a atividade da 1-SST, proporcionalmente ao
aumento da concentragdo de sacarose no meio. A 1-FFT apresentou um aumento na atividade
proporcional ao aumento na concentragao de sacarose na parte aérea, enquanto em rizoforos a
atividade foi mais elevada (799,3) na auséncia de sacarose, seguida de uma menor atividade
no tratamento 3% de sacarose (350,7) e posterior aumento com o aumento da concentragéo de
sacarose.

Esses resultados indicam uma regulacdo diferenciada das atividades das enzimas
1-SST e 1-FFT em rizoforos, sugerindo a existéncia de um mecanismo de regulacéo
diferencial entre os genes. Esses resultados contrastam com os obtidos por Kusch e

colaboradores (2009) em C. intybus em que bloqueadores de canais de calcio preveniram a
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indugdo das enzimas 1-SST e 1-FFT de forma semelhante, sugerindo um mecanismo de
regulagdo comum.

Uma possivel explicacdo para a diferenca entre o padrdo da atividade enzimatica
(figura 24C e D) e o padrdo da expressdo relativa (figuras 25C e D; 26C e D) da 1-FFT
poderia ser a existéncia de um mecanismo de regulacdo pos-transcricional. Outra
possibilidade é a existéncia de mais de uma isoforma desse gene, sendo uma
preferencialmente expressa em condi¢Ges que favorecam a sintese, enquanto, a outra em
condicdes que favorecam a despolimerizacéo.

A alta atividade da 1-FFT observada apenas em rizoforos na auséncia de sacarose
sugere um papel desta enzima no processo de mobilizacdo da inulina armazenada em
associacdo a 1-FEH em rizoforos de V. herbacea. O aumento da atividade da 1-FFT
juntamente com a 1-FEH em situacdes que induzem a despolimerizacdo de frutanos foi
observada em raizes de C. intybus cultivadas in vitro sob baixas temperaturas (Kusch et al.
2009). Em V. discolor, a atividade estavel ap6s a desfolha foi associada ao papel
multifuncional da 1-FFT (Degasperi et al. 2003). Em V. hebacea a desfolha promoveu a
reducdo na atividade da 1-SST e aumento na 1-FEH, enquanto a atividade da 1-FFT foi
constante ao longo do periodo analisado, 0 que pode ser associado ao papel da enzima na
sintese e na mobilizacdo dos frutanos (Asega & Carvalho 2004).
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Figura 30. Atividade especifica das enzimas do metabolismo de frutanos em plantas de V.
herbacea cultivadas in vitro sob diferentes concentraces de sacarose por 30 dias. 1-SST - A)
Parte aérea, B) Rizoforo ; 1-FFT - C) Parte aérea, D) Rizoforo; 1-FEH - E) Parte aérea, F)
Rizéforo. Valores indicam a média de 4 repeti¢fes, as barras indicam o erro padrdo. Letras
comparam as médias nos diferentes tempos e tratamentos diferem pelo teste de Tukey P <
0,05. (A) DP: 95.8, CV: 42.6; (B) DP: 96.3, CV: 22.9; (C) DP: 264.1, CV: 55.0; (D) DP: 203,9, CV: 29,9; (E)
DP: 88.4, CV: 32.1; (F) DP: 655.4, CV: 119.1.
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo de aquénios de Vernonia herbacea como explantes permitiu o
estabelecimento do cultivo de plantas in vitro, e o enraizamento de segmentos nodais oriundos
dessas plantas permitiu a sua multiplicacdo. No entanto, o crescimento lento nas condic¢oes
utilizadas limitou a utilizagdo da técnica para a multiplicacdo de plantas.

O cultivo in vitro promoveu alteracfes na razdo fonte/dreno em plantas de Vernonia
herbacea, promovendo o acimulo de inulina na parte aérea associado ao lento crescimento e
baixo acimulo em riz6foros.

O cultivo de explantes foliares em meio de cultura suplementado com diferentes
reguladores ndo induziu a regeneracdo de gemas ou embrifes adventicios, no entanto,
permitiu a obtencdo de duas linhagens de calos, uma compacta (BAP) e outra friavel (AIB). A
comparagdo do metabolismo de frutanos nas duas linhagens identificou a influéncia do
balango auxina/citocinina em sua regulagéo.

O sequenciamento parcial do cDNA dos genes EF, 1-FFT e 1-SST permitiu a
construcdo de primers especificos para as analises de gRT-PCR, e a analise filogenética dos
genes 1-SST e 1-FFT mostrou que as sequéncias de V. herbacea apresentaram maior
similaridade com o0s respectivos genes de outras espécies de Asteraceae do que com os de
Poaceae.

A avaliacdo do efeito de diferentes fontes de carbono indicou que o déficit energético
estimulou a atividade e expressdo da 1-FEH e inibiu a da 1-SST, sendo o inverso observado
quando o déficit energético foi interrompido. A expressdo da 1-FFT acompanhou o padrdo
observado para 1-SST, mas ndo apresentou correlacdo com a atividade enzimatica. Os
resultados indicaram que sacarose, frutose e glucose atuam de forma semelhante na regulacédo
do metabolismo de frutanos em V. herbacea.

A avaliacdo do efeito de diferentes concentracdes de sacarose no meio de cultura
indicou que concentra¢Ges mais elevadas de sacarose (9%) promoveram um aumento no teor
de frutanos das plantas, sendo esse aumento associado a reducdo da atividade da 1-FEH e ao
aumento da atividade das enzimas 1-SST e 1-FFT. O cultivo em meio de cultura livre de
sacarose promoveu aumento na atividade da 1-FEH e 1-FFT nos rizéforos, indicando o papel
dessas enzimas no processo de despolimerizacdo. Os resultados sugerem a existéncia de um

mecanismo independente para a regulacdo dos genes 1-SST e 1-FFT.
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Os resultados obtidos reforcam o papel da sacarose na regulacdo do metabolismo de
frutanos e mostram que a técnica de cultivo in vitro apresenta um grande potencial para

estudos do metabolismo de frutanos.

6 PERSPECTIVAS

O trabalho foi pioneiro no cultivo in vitro de Vernonia herbacea e cria a possibilidade
de realizacdo de novos ensaios visando a melhor compreensdo dos mecanismos de regulagéo
do metabolismo de frutanos, como por exemplo, a avaliacdo do papel do potencial osmético,
de alteragdes nutricionais e da influéncia do balango auxina/citocinina.

A obtencéo de sequencias parciais dos genes envolvidos na sintese de frutanos facilita
a clonagem futura desses genes e de estudos envolvendo a expressdo heteréloga ou de

transformacéo genética.
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SR.EF ATGTCGACTCTGGCAAGTCCACAACTACCGGCCACTTAATTTACAAGTTGGGTGGTATTG
HT.EF = —mmmmmmm s
CS.EF ATGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCACTGGTCACTTGATCTACAAGCTAGGAGGTATTG
GH.EF ATGTCGACTCCGGCAAGTCCACAACCACCGGTCACCTGATCTACAAGCTAGGAGGTATTG
CI.EF ATGTCGACTCCGGCAAGTCTACAACCACCGGTCACTTGATCTACAAGCTTGGAGGTATCG
CT.EF ATGTCGACTCCGGAAAGTCGACCACCACCGGGCACTTGATCTACAAGCTTGGTGGCATTG
AA.EF = e e
SC atgtcgactccggcccgtctacaaccacecggtcacttgatctacaagecttggaggtattyg
SR.EF ACAAACGTGTGATTGAAAGATTCGAGAAAGAAGCTGCTGAAATGAACAAAAGGTCATTCA
HT.EF = mmmmm e
CS.EF ACAAGCGTGTGATCGAAAGATTCGAGAAGGAAGCTGCTGAGATGAACAAACGTTCATTCA
GH.EF ACAAGCGTGTGATCGAAAGGTTCGAAAAGGAAGCCGCAGAAATGAACAAAAGATCTTTCA
CI.EF ACAAGCGTGTGATCGAACGTTTCGAGAAGGAAGCCGCTGAGATGAACAAACGTTCATTCA
CT.EF ACAAGCGTGTGATTGAGCGTTTTGAGAAGGAAGCTGCTGAGATGAACAAACGTTCTTTCA
AA.EF s
sC acaagcgtgtgatcgaacgtttcgagaaggaagccgctgagatgaacaaacgttcattca
SR.EF AATACGCATGGGTTCTTGACAAGCTCAAAGCTGAACGTGAAAGAGGTATCACCATTGATA
HT.EF = ——mmmmm e
CS.EF AGTACGCATGGGTTCTTGACAAACTTAAGGCAGAGCGTGAACGTGGTATTACCATCGATA
GH.EF AGTACGCGTGGGTCCTTGACAAACTGAAGGCCGAGCGTGAACGTGGTATCACCATCGATA
CI.EF AGTACGCATGGGTGCTCGACAAACTTAAGGCCGAGCGTGAACGTGGTATCACCATCGATA
CT.EF AGTATGCCTGGGTGCTAGACAAGCTTAAGGCCGAACGTGAACGTGGTATCACCATTGACA
AA.EF  mmmmmm e
SC agtacgcatgggt
SR.EF TTGCATTGTGGAAGTTTGAAACCACCAAATACTACTGCACCGTCATTGATGCACCTGGAC
HT.EF = mmmm e m e e
CS.EF TTGCCTTGTGGAAGTTTGAGACCACAAAATACTACTGTACCGTCATTGATGCCCCTGGTC
GH.EF TCGCCCTCTGGAAGTTCGARACCACCAAATACTACTGCACAGTCATCGATGCTCCTGGAC
CI.EF TCGCTCTATGGAAGTTCGARACAACCAAGTACTACTGCACAGTCATCGATGCCCCCGGAC
CT.EF TTGCCTTGTGGAAGTTCGAGACCAACAAGTACTACTGCACTGTCATCGATGCTCCTGGAC
AA.EF @ AGACCACCAAGTACTACTGCACTGTCATTGATGCTCCTGGAC
SR.EF ATCGTGACTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCTCAAGCTGATTGTGCGGTTCTCA
HT.EF = mmmm e m e e
CS.EF ATCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACTTCCCAGGCTGATTGTGCTGTTCTCA
GH.EF ATCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGAACCTCCCAGGCTGACTGTGCCGTCCTTA
CI.EF ATCGTGATTTCATCAAGAACATGATTACTGGTACCTCCCAGGCCGATTGTGCCGTCCTCA
CT.EF ATCGTGACTTTATCAAGAATATGATCACCGGTACCTCTCAGGCCGACTGTGCTGTCCTCA
AA.EF ATCGTGACTTTATCAAGAACATGATTACGGGTACATCCCAAGCTGACTGTGCAGTGCTTA
SR.EF TCATTGATTCCACAACTGGTGGTTTTGAAGCTGGTATTTCAAAAGACGGTCAAACCCGTG
HT.EF = @ ——mmmmmmm e GTG
CS.EF TCATTGACTCCACCACTGGTGGTTTTGAGGCTGGTATCTCTAAGGATGGTCAGACCCGTG
GH.EF TCATCGACTCTACCACTGGTGGTTTCGAAGCTGGTATCTCCAAGGATGGACAGACCCGTG
CI.EF TCATCGACTCCACCACTGGTGGTTTCGAAGCTGGTATCTCCAAGGACGGTCAGACCCGTG
CT.EF TTATCGACTCCGCCACTGGTGGTTTCGAAGCTGGGATCTCCAAAGATGGTCAGACTCGTG
AA.EF TCATTGACTCCACAACTGGTGGTTTTGAGGCTGGTATTTCCAAAGACGGTCAGACCCGTG
* Kk Kk
sC cgtg
SR.EF AACATGCTCTTCTTGCTTTCACTCTTGGTGTGAAACAAATGATTTGCTGCTGTAACAAGA
HT.EF AGCACGCTCTTCTTGCTTTCACCCTCGGTGTCAAGCAAATGATCTGCTGCTGTAACAAGA
CS.EF AGCATGCTCTTCTTGCTTTCACTCTTGGTGTGAAGCAAATGATCTGTTGTTGTAACAAGA
GH.EF AGCATGCTCTGCTTGCCTTCACTCTTGGTGTCAAGCAAATGATCTGCTGCTGTAACAAGA
CI.EF AGCACGCTCTTCTTGCCTTCACCCTTGGTGTGAAACAAATGATCTGCTGTTGTAACAAGA
CT.EF AGCATGCTTTACTTGCCTTCACCCTTGGTGTCAGGCAAATGATCTGTTGTTGTAACAAGA
AA.EF AGCATGCTCTTCTTGCTTTCACTCTTGGTGTCAAGCAAATGATTTGCTGTTGTAACAAGA

* kk Ak k kK Ak kkk KAhkkkk kK Kkhkkkk X KAk Ak Ak Ak kK K*k kk KAk hkkkkkk kK

SC agcatgctcttcttgctttcacccttggtgtcaaacaaatgatctgctgttgtaacaaga
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SR.
HT.
Cs.
GH.
CI.
CT.
AA.

SsC

SR.
HT.
Cs.
GH.
CI.
CT.
AA.

sC

SR.
HT.
CS.
GH.
.EF
CT.
.EF

CI

sC

SR.
HT.
Cs.
GH.
.EF
CT.
AA.

CI

SC

SR.
HT.
CS.
GH.
.EF
CT.
AA.

CI

SC

EF
EF
EF
EF
EF
EF
EF

EF
EF
EF
EF
EF
EF
EF

EF
EF
EF
EF

EF

EF
EF
EF
EF

EF
EF

EF
EF
EF
EF

EF
EF

TGGATGCCACTACTCCGAAGTACTCAAAGGCGAGGTATGAAGAAATCGTCAAGGAAGTTT
TGGATGCCACCACACCGAAGTACTCAAAGGCGAGGTATGATGAAATTGTCAAGGAAGTTT
TGGATGCTACCACTCCCAAGTACTCCAAGAGCAGATACGAGGTAATCGTCAAGGAAGTTT
TGGATGCTACTACACCCAAGTACTCAAAGTCCCGATATGAGGAAATCGTGAAGGAAGTTT
TGGATGCCACTACCCCCAAGTACTCCAAGTCCAGGTACGAGGAAATCGTGAAGGAAGTTT
TGGATGCTACCACACCCAAGTACTCCAAGGCTAGGTATGATGAAATTATCAAGGAAGTGG
TGGATGCCACCACACCAAAATACTCCAAGGGAAGGTATGAAGAAATCGTCAAGGAAGTTT

K*hk kA Ak KAk kK kK kk Kk Kkhkkkk Kk%k * kk kk K* kK%K * kA kKK kKK

tggatgccactacccccaagtactccaagtccaggtatgaggaaatcgtgaaggaagttt

CATCATACTTGAAGAAGGTCGGTTACAACCCCGACAAAATCCCATTCGTCCCAATTTCTG
CATCCTACTTGAAAAAGGTTGGATACAACCCCGACAAAATCCCATTTGTGCCAATCTCTG
CTTCATACTTGAAGAAGGTTGGTTACAACCCAGACAAAATCGCCTTCGTTCCCATCTCTG
CATCGTACTTGAAGAAGGTTGGGTACAACCCAGACAAAATCCCGTTCGTCCCAATCTCTG
CATCATACTTGAAGAAGGTCGGATACAACCCAGACAAAATCCCATTCGTCCCAATCTCCG
CATCCTACCTCAAGAAAGTTGGATACAATCCTGACAAAATCCCATTTGTTCCAATCTCTG
CATCTTACTTGAAGAAGGTTGGATACAACCCCGACAAAATCCCATTTGTGCCAATCTCTG

* kK Kkkk Kk kK Kkk Kk Kkk Kkhkkkk kk KkAkhkkhkkAkkk Kk Kk*k K*Kk *kk K*k **k *

catcatacttgaagaaggttggatacaacccagacaaaatcccattcgtcccaatctctg

GATTTGAAGGCGACAACATGATTGAAAGATCCACCAACCTCGACTGGTACAAGGGTCCGA
GTTTTGAGGGAGACAACATGATTGAGAGGTCCACCAATCTTGACTGGTACAAGGGTCCAA
GTTTTGAAGGTGACAACATGATTGAAAGATCAACCAACCTTGACTGGTACAAGGGTCCTA
GGTTTGAAGGTGACAACATGATTGAGCGGTCAACCAACCTTGACTGGTACAAGGGCCCAA
GATTCGAAGGTGACAACATGATTGAGAGGTCAACCAACCTTGACTGGTACAAGGGACCAA
GTTTTGAGGGAGATAACATGATTGAGAGGTCAACCAATCTTGACTGGTACAAGGGTCCAA
GTTTTGAAGGAGACAACATGATTGAGAGGTCAACCAACCTTGACTGGTACAAGGGTCCCA

* kK kK kK kK Ak kkkkkkkkKk * kK Ak hkkk kk Ak hkhkhkhkhkhkhkkkkkk Xk X

gttttgaaggtgacaacatgattgagaggtcaaccaaccttgactggtacaagggtccaa

CCCTACTTGAAGCACTTGACCAGATCAATGAACCGAAAAGACCATCAGACAAACCTCTTC
CCCTTCTTGAAGCTCTTGACCAAATCAATGAGCCCAAGAGACCCTCAGACAAGCCTCTTC
CCCTCCTTGATGCTCTTGACCAGATCAATGAGCCCAAAAGACCATCAGACAAGCCCCTTC
CCCTGCTTGAAGCACTTGACCAGATCAACGAGCCAAAGAGACCTTCCGACAAGCCACTCC
CTCTCCTTGACGCTCTTGACCAGATCAACGAGCCCAAGAGACCATCAGACAAGCCCCTCC
CTCTTCTTGAAGCACTTGACCAGCTTAATGAACCAAAGAGGCCATCAGACAAGCCCCTTC
CTCTTCTTGAAGCTCTTGACCAGATCAACGAACCCAAGAGACCATCAGACAAGCCCCTTC

* kk Ak kkk Kk Kk kkkkkKk * kK kK kK kk kK kK Kk khkkkk ¥k Kk *

ctctccttgacgctcttgaccagatcaacgagcccaagagaccatcagacaageccecctee

GTCTACCACTTCAAGACGTGTACAAGATTGGTGGTATTGGAACCGTGCCAGTTGGTCGTG
GTCTCCCACTTCAGGATGTGTACAAGATCGGTGGTATTGGAACTGTGCCAGTGGGACGTG
GTCTACCCCTTCAAGACGTGTACAAGATCGGTGGTATTGGTACTGTGCCAGTGGGTCGTG
GCCTCCCACTTCTGGACGTTTACAAGATTGGAGGCATTGGAACTGTGCCAGTTGGACGTG
GTCTCCCACTTCAAGACGTGTACAAGATCGGTGGTATTGGAACTGTGCCAGTNCGGCGTG
GTCTGCCACTCCAGGATGTCTACAAGATTGGTGGAATCGGAA-—————————————————
GTCTCCCACTTCAGGATGTGTACAAGATTGGTGG——————=———————————————————

* kk kk kk K *k kk kkkkkkkk kk kK

gtctcccacttcaagacgtgtacaagatcggtggtattgg

Alinhamento da regido conservada das sequéncias de genes Fator de alongamento 1- alpha
(EF) disponiveis no Genbank: SR.EF - Stevia rebaudiana (AY157315.1), HT.EF -
Helianthus annuus x Helianthus debilis (AY094064.1), CS.EF — Chrysanthemum seticuspe f.
boreale (AB679278.1), GH.EF — Gerbera hybrid (EU126916.1), CI.EF — Cichorium intybus
(AY378166.1), CT.EF — Carthamus tinctorius (HQ891310.1), AA.EF — Ageratina

adenophora (EF413022.1), SC - sequéncia consenso. Os asteriscos indicam residuos

idénticos nas sequéncias. Entre parénteses estdo 0s codigos das sequéncias no GenBank. Em

negrito e sublinhados estdo destacados os trechos das sequéncias utilizadas para a construcéo

dos primers utilizados no sequenciamento do gene.
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ANEXO 2
CI.SSTa ACCCAGAATCAGCCATATGGGG---CAACATCACATGGGGCCACTCCGTATCACGAGACA
CI.SSTb ACCCAGAATCAGCCATATGGGG---CAACATCACATGGGGCCACTCCGTATCACGAGACA
TO.SST ACCCCGAATCTGCCATCTGGGG-—--TAACATCACATGGGGCCATTCCATATCAAGGGACA
HT.SST ACCCTCAATCTGCCATCTGGGG---CAACATCACATGGGGCCACTCGGTATCGAAAGACA
AT.SST ATCCGACAGGTGTAGCCTGGGACTATACAATTTCATGGGGCCACGCCGTTTCTAAGGATC
AC.SST ATCCAAACGGCTCGGCCTGGGACTACAGCATCTCCTGGGGCCATGCTGTATCCAAGGACA
TA.SST ACCCGTCGGGCTCCGTGTGGGAGCCCCAAATCGTGTGGGGCCACGCCGTGTCCAAGGACC
HV.SST ACCCGTCGGGGTCGGTGTGGGAGCCGCAAATAGTGTGGGGCCACGCCGTGTCCAAGGACC
LP.SST ACCCCAAGGGCGACAGCTGGGG---CAACATCGCGTGGGCCCACGCCGTCTCCAAGGACA
* k% * Kk Kk Kk * % K’ kkk Kkk*k * * k% * %
SC acccnnaatcngccatntggggnnncaacatcacatggggccactccgtatcacgagaca
CI.SSTa TGATCAACTGGTTCCATCTCCCATTCGCCATGGTCCCGGACCATTGGTACGACATCGAAG
CI.SSTb TGATCAACTGGTTCCATCTCCCATTCGCCATGGTCCCGGACCATTGGTACGACATCGAAG
TO.SST TGATCAATTGGTTCCATCTACCATTCGCTATGGTTCCAGATCACTGGTACGATATCGAAG
HT.SST TGATCAACTGGTTCCATCTCCCTTTCGCCATGGTTCCTGACCATTGGTACGACATCGAAG
AT.SST TCCTCCATTGGAACTACCTCCCCATGGCTCTGAGGCCGGACCACTGGTACGACAGGAAAG
AC.SST TGATCCATTGGCTGCATCTGCCTGTCGCCATGGTACCCGACCACTGGTATGACAGCAAGG
TA.SST TCATTCACTGGCGCCACCTCCCGCCGGCCTTGGTGCCCGACCAGTGGTACGACATCAAGG
HV.SST TGATCCACTGGCGCCACCTCCCGCCGGCCTTGGTGCCGGACCAGTGGTACGACATCAAGG
LP.SST TGGTCAACTGGCGCCACCTCCCTCTCGCCATGGTTCCCGACCAGTGGTACGACAGCAACG
* * * kKK * kK kK * K * K kK kK kK Kkkkkk Kk K * K
SC tgatcaactggttccatctcccattcgccatggtcccggaccattggtacgacatcgaag
CI.SSTa GGGTCATGACCGGATCCGCCACAGTACTCCCCAACGGTCAGATCATCATGCTCTACACTG
CI.SSTb GGGTCATGACCGGATCCGCCACGGTCCTCCCCAACGGTCAGATCATCATGCTCTACACTG
TO.SST GTGTCATGACTGGGTCCGCTACTATGCTCCCAGACGGTCAAATCATTATGCTTTATACCG
HT.SST GTGTCATGACGGGTTCGGCTACAGTCCTCCCTAATGGTCAAATCATCATGCTTTACTCGG
AT.SST GCGTCTGGTCGGGCTACTCCACGTTGTTGCCTGACGGTCGGATTGTGGTGTTGTACACCG
AC.SST GGGTCTGGTCCGGGTATGCCACCACCCTTCCTGACGGTCGTATCATTGTCCTCTACACCG
TA.SST GCGTCCTCACCGGCTCCATCACCGTGCTCCCCGACGGCAAGGTCATCCTCCTCTACACGG
HV.SST GCGTGCTCACCGGCTCCATCACCGTGCTCCCCGACGGCAAGGTCATCCCCCTCTATACCG
LP.SST GCGTCCTCACCGGCTCCATCACCGTGCTCCCCGACGGCCAGGTCATCCTGCTCTACACCG
* kK * kK K * K * kK * kK * K * kK * K
SC gngtcntgaccggntccgccacngtnctcecceccnacggtcagatcatentgectttacacng
CI.SSTa GCAACGCGTACGATCTCTCCCAGTTACAGTGCTTAGCATACGCCGTCAACTCATCTGATC
CI.SSTb GCAACGCATATGATCTTTCCCAGTTACAATGCTTAGCATACGCCGTCAACTCATCTGATC
TO.SST GTAACGCATACGATCTGGCTCAGTTGCAGTGTTTAGCGTACGCTGTTAACTCATCAGATC
HT.SST GCAACGCGTATGATCTCTCCCAAGTACAATGCTTGGCGTACGCTGTCAACTCGTCGGATC
AT.SST GCGGTACCAAAGAATTAGTGCAAGTCCAAAACCTCGCCGTGCCCGTCAATCTCTCCGACC
AC.SST GAGGCACCGACCAACTCGTGCAGGTCCAGAATCTCGCCGAGCCCGCTGACCCATCTGACC
TA.SST GGAACACCGAGACCTTTGCGCAGGTGACCTGCCTCGCGGAGCCCGCCGACCCGAGCGATC
HV.SST GCAACACCGAGACCTTCGCCCAGGTGACGTGCCTCGCCGAGCCCGCCGACCCGAGCGACC
LP.SST GCAACACCGACACCCTAGCCCAGGTCCAGTGCCTCGCCACGCCCGCCGACCCGTCCGACC
* * * * * K * * kK * K * Kk K
SC gcaacacnnangatctnncccagntncantgcntngcnnangccgtccacnentcngatc
CI.SSTa CTCTCCTTCTGGAATGGAAAAAGTACGAAGGAAACCCAATTTTGTTCCCACCGCCTGGTG
CI.SSTb CTCTCCTTCTGGAATGGAAAAAGTACGAAGGAAACCCTATTTTGTTCCCACCGCCTGGTG
TO.SST CGCTTCTTTTGGAATGGAAAAAATATGAGGGAAATCCAATATTGTTCCCTCCACCTGGAG
HT.SST CACTTCTTATAGAGTGGAAAAAATATGAAGGTAACCCTGTCTTACTCCCACCACCAGGAG
AT.SST CTCTCCTCCTCGAGTGGAAGAAGTCTCACGTCAATCCTATACTTGTTCCACCTCCTGGCA
AC.SST CCCTCCTTATCGAATGGAAGAAATCCAACGGCAACCCCATCCTCATGCCACCTCCCGGAG
TA.SST CCCTCCTCCGCGAGTGGGTCAAGCACCCCGCCAACCCCGTCGTGTTCCCGCCCCCCGGLA
HV.SST CGCTCCTCCGCGAGTGGGTGAAGCACCCGGCGAACCCCGTCGTGTTCCCGCCGCCGGGCA
LP.SST CGCTCCTCCGCGAGTGGGTCAAGCACCCCGCCAACCCCATCCTCTACCCTCCCCCCGGCA
* kK kx K%k * Kk Kk kK * * * * Kk Kk * * *k Kk Kk k%
SC cnctccttectngaatggaaaaagtacnanggnaacccnatnntgttccencencectggnG
CI.SSTa TGGGATACAAAGATTTTCGAGATCCATCCACATTATGGATGGGT---CCTGATGGGGAAT
CI.SSTb TGGGATACAAAGATTTTCGAGACCCATCCACATTATGGATGGGT---CCTGATGGGGAAT
TO.SST TGGGGTACAAGGATTTCCGGGACCCATCTACGTTATGGAGGGGT-—-CCAGATGGGGACT
HT.SST TAGGCTACAAGGACTTTCGGGACCCATCCACATTGTGGTCGGGC---CCTGATGGTGAAT
AT.SST TTGAAGACCACGACTTCAGGGATCCTTTCCCAGTATGGTACAATGAATCGGACTCCAGGT
AC.SST TCGGCCCTCATGACTTCCGTGACCCGTTCCCTGTCTGGTACAATGAGTCCGATTCCACTT
TA.SST TCGGCATGAAGGACTTCCGCGACCCCACCACCGCGTGGTTCGACGAGTCCGACGGCACGT
HV.SST TCGGGATGAAGGACTTCCGCGACCCCACGACGGCGTGGTTCGACGCCAGCGACGGCACGT
LP.SST TCGGCCTCAAGGACTTCCGCGACCCCCTCACCGCCTGGTTCGACCACTCCGACCACACCT
*  x * kK k%K * kK k%K * * kK * * *
SC tnggntacaangacttccgngaccentccacnntntggtnngnnnnnncngatggnnnnt

CI.SSTa GGAGAATGGTAATGGGGTCCAAACACAATGA-AACTATT--GGTTGTGCATTGGTCTACC
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CI.SSTb GGAGAATGGTAATGGGGTCCAAGCACAACGA-GACTATT--GGTTGTGCATTGGTTTACC
TO.SST GGATAATGATCATGGGGTCTAAACATAACCA-GACTATT--GGTTGTGCACTGGTTTATC
HT.SST ATAGAATGGTAATGGGGTCCAAGCACAACGA-GACTATT--GGCTGTGCTTTGATTTACC
AT.SST GGCATGTTGTGATTGGCTCCAAG-—-GATCCGGAGCACTACGGCATTGTCCTCATCTACA
AC.SST GGCACATGCTTATCGGGTCCAAG---GACGATAACCATTACGGCACTGTACTCATCTACA
TA.SST GGCGCACCATCATCGGCTCCAAGAACGACTCGGACCACTCCGGCATCGTCTTCTCCTACA
HV.SST GGCGCACCATCATCGGGTCCAAGAACGACTCGGACCACTCGGGCATCGTCTTCTCGTACA
LP.SST GGCGCACCGTCATCGGCTCCAAGGACGACGACGGCCACGCCGGCATCATCCTCAGCTACA
* kk kk kk kK * * * % * * %
sC ggnnnatggtnatngggtccaagnacnacgangacnattnnggnnntgnattgntntaca
CI.SSTa GTACTACTAATTTTACGCATTTTGAACTGAACGAGGAGGTACTCCACGCAGTCCCCCA--
CI.SSTb GTACTACTAATTTTACACATTTTGAGCTGAACGAGGAGGTACTCCACGCAGTTCCCCA--
TO.SST GTACTTCTAATTTTACGCATTTTGAGCTTAGCGAGGAGCCACTTCATGCTGTTCCCCA--
HT.SST ATACCACTAATTTTACGCATTTTGAATTGAAAGAGGAGGTGCTTCATGCAGTCCCACA--
AT.SST CCACCAAAGACTTCGTCAACTTCACTCTGCTCCCCAACATCCTCCACTCCACCAAGCAGC
AC.SST CTACCAAGGACTTTGAAACCTACACGCTTCTTCCGGACATTTTGCATAAGACCAAGGACA
TA.SST AGACCAAGGACTTCCTCAGCTACGAGCTGATGCCGGGGTACATGTACCGCGGCCCCAAGG
HV.SST AGACCAAGGACTTCGTGAGCTACGAGCTGATGCCGGGGTACATGTACCGCGGGCCCAAGG
LP.SST AGACCAAGGACTTCGTCAACTACGAGCTCATGCCGGGGAACATGCACCGCGGGCCCGACG
* * * Kk *k * * * * *
SC ataccannnattttnnnnanttngagctgancnnggagnnnctncacncngnncccea
CI.SSTa -TACTGGTATGTGGGAATGTGTGGACCTATACCCTGTGTCCACCACGCA-—-—————— CA
CI.SSTb -TACTGGTATGTGGGAATGTGTGGACCTGTACCCCGTGTCCACCACGCA-—-—————— CA
TO.SST -TACCGGAATGTGGGAGTGTGTGGATCTGTACCCTGTTTCTACCACGCA-—--—-——— CA
HT.SST -TACTGGTATGTGGGAATGTGTTGATCTTTACCCGGTGTCCACCGTACA---—————— CA
AT.SST CCGTCGGCATGCTGGAATGCGTCGACTTGTTCCCGGTCGCCACCACCGACTCCCGAGCCA
AC.SST GTGTGGGCATGCTCGAGTGTGTGGATCTGTACCCGGTAGCGACGACTGGGAACCAGATCG
TA.SST GCACCGGCGAGTACGAGTGCATCGACCTCTACGCCGTCGGCGGGGGCCG---CAAGGCCA
HV.SST GCACCGGCGAGTACGAGTGCATCGACCTCTACGCCGTCGGGGGCGGCAG---CAGGGCCA
LP.SST GCACCGGAATGTACGAGTGCATCGACCTCTACCCCGTCGGCGGCAACTCGTCCGAGATGC
* * * * kK k * Kk k * X kx kx k%
SC tactggtatgtgggaatgtgtggacctntacccngtnnccaccacncannnnnnnnnca
CI.SSTa CGAATGGGTTGGACATGAAG-—--—— GATAATGGGCCGAATGTTAAATATATTTTGAAAC
CI.SSTb CGAATGGGTTGGAAATGAAG-————— GATAATGGGCCGAATGTTAAATATATTTTGAAAC
TO.SST CGAATGGATTGGATATGATG-——-—-—— GATAATGGGCCGAATGTTAAATATATTTTGAAAC
HT.SST CAAACGGGCTGGACATGGTG-—--—— GATAACGGGCCAAATGTTAAGTACGTGTTGAAAC
AT.SST ACCAGGCCCTCGACATGACGACGATGAGGCCGGGGCCGGGGTTGAAGTACGTGCTTAAGG
AC.SST GGAACGGGCTTGAAATGAAG--GGCGGATCCGGAAA-GGGGATCAAGCATGTGCTTAAGG
TA.SST GCGACATGTACAACTCGACG-——————————— GCCGAGGACGTGCTGTACGTGCTCAAGG
HV.SST GCGACATGTACAACTCGACG-——=———————— GCGGAGGACGTGCTGTACGTGCTCAAGG
LP.SST TCGGCGGCGACGACTCGCCC——==—==————— G-—-——-- GCGTGCTCTTCGTGCTCAAGG
* * * * * * kK

Alinhamento das sequéncias dos genes 1-SST utilizadas para o planejamento de primers:
CI1.SSTa — Cichorium intybus (JQ346799.1), CL.SSTb — Cichorium intybus (U81520),
TO.SST — Taraxacum officinale (AJ250634), HT.SST — Helianthus tuberosus (AJ009757),
AT.SST — Agave tequilana (DQ535031), AC.SST — Allium cepa (AJ006066), TA.SST —
Triticum aestivum (AB029888), HV.SST — Hordeum vulgare (AJ567377), LP.SST — Lolium
perenne (AY?245431), SC — sequéncia consenso. Os asteriscos indicam residuos idénticos nas
sequéncias. Entre parénteses estdo os codigos das sequéncias no GenBank. Em negrito e
sublinhados estdo destacados os trechos das sequéncias utilizadas para a construcdo dos

primers utilizados no sequenciamento do gene.
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ANEXO 3
HT.FFT CTGGACAGGT---CCCGATGGAAAGCATAGGATGATCATGGGAACTAAACGTGGCA-—-—
VD.FFT CTGGACGGGT---CCCGATGGAAAGCACAGGATGATCATGGGATCTAAACGTGGCA-—-—
CS.FFT TTGGACGGGT---CCCGATGGAAAACATCGGATGATCATAGGGACTAAACGAAATA-———
ER.FFT TTGGACGGGT---CCGGATAATATACATCGGATGATAATAGGGACTAGGCGAAATA-—-—
TA.FFTa GTGGTTCGACAACTCCGACAACACGTGGCGCATCATCATTGGCTCCAAGAATGATACCGA
TA.FFTb GTGGTTCGACAACTCCGACAACACGTGGCGCATCATCATTGGCTCCAAGAACGACACGGA
* * * * R * * kk kk *k k% *  * *
HT.FFT --ATACAGGCATGGTACTTGTTTACTATACCACTGATTACACGAACTACGAGTTGTTGGA
VD.FFT --ATACAGGAGTGGTACTCGTTTACCATACCACTGATTTCACAAACTACGAGTTGTTGGA
CS.FFT --CTACAGGACTCGTACTTGTATACCATACCACCGATTTCACAAACTACGTAATGTTGGA
ER.FFT —-—ACACAGGACTTGTCCTTGTTTACCATACCAAAGATTTCATAAACTACGAGCTACTGGA
TA.FFTa CCACTCCGGCATTGTATTCACGTACAAGACCAAGGACTTCGTCAGCTACGAGATGATACC
TA.FFTb CCACTCCGGCATCGTCTTCACGTACAAGACCAAGGACTTCGTCAGCTACGAGTTGATACC
R R * * kK k kK kK **k Kk * * Kk k Kk kK * *
SC nnatacaggantngtacttgtttaccataccacngatttcacnaactacgagntgttgga
HT.FFT TGAGCCGTTGCACT-CTGTTCC--CAACACCGATATGTGGGAATGCGTCGACTTTTACCC
VD.FFT TGAACCGTTGCACT-CGGTTCC--CAACACCAATATGTGGGAATGCGTCGACTTTTACCC
CS.FFT CGAGCCGTTGCACT-CGGTCCC--CAACACTGATATGTGGGAATGTGTCGACCTTTACCC
ER.FFT TGAGCCATTGCATT-CGGTCCC--TGATTCTGGTATGTGGGAATGTGTGGATCTTTACCC
TA.FFTa GGGGTACCTGTACCGCGGCCCCGCCGGCACCGGCATGTACGAGTGCATCGACCTGTACGC
TA.FFTb GGGGTACTTGTACCGCGGGCCCGCCGGCACCGGCATGTACGAGTGCATCGACATGTTCGC
* **x ok *  x * * * * K kK * Kk Kk * Kk *k * x kx  *
sC ngagccgttgcactncggtcccecnncaacaccgatatgtgggaatgecgtcgacntttacce
HT.FFT GGTTT-CGTTAACC--AATGATAGTGCACTTGATATGGCGGCCTATGGGTCGGGTATCAA
VD.FFT AGTTT-CATTAACC--AATGATAGTGCACTTGATATTGCGGCCTACGGGCCGGGTATCAA
CS.FFT TGTGT-CAACGACC--AACGATAGTGCACTTGATGTTGCGGCCTATGGTCCGGGTATCAA
ER.FFT GGTTT-CAACCATG--AACGACACCGCACTTGATGTTGCGGCGTATGGTTCGGGCATCAA
TA.FFTa CGTTGGCGGTGGCCGCAAGGCCAGCGACATGTACAACTCGACCGCCAA---GGATGTGTT
TA.FFTb CGTCGGCGGTGGCCGCAAGGCCAGCGACATGTACAATTCGACGGCCAA---GGACGTGCT
* * * **x  x * * * * R * * *
HT.FFT ACACGTTATTAAAGAAAGTTGGGAGGGACATGGAATGGATTGGTATTCAATCGGGACATA
VD.FFT ACACGTTATAAAAGAAAGTTGGGAGGGACATGCAATGGATTTTTATTCAATCGGGACATA
CS.FFT GCATGTGCTTAAAGAAAGTTGGGAGGGACACGCGATGGACTTTTACTCGATCGGGACATA
ER.FFT GCATGTGCTGAAAGAGAGTTGGGAGGGACACGCAAAGGACTTCTATTCGATCGGGACATA
TA.FFTa GTACGTGCTCAAGGAGAGCAGCGACGATGACCGGCGCGACTATTACGCGCTCGGGAGGTT
TA.FFTb GTACGTGCTCAAGGAGAGCAGCGACGACGACCGGCGCGACTATTACGCGCTCGGGAGGTT
* kK * kk kk kK * kk K * **  * * % * * k ok ok ok Kk *
SC acacgttatnaaagaaagttgggagggacatgcaanggactnntattcgatcgggacata
HT.FFT TGACGCGATAAATGATAAATGGACTCCCGATAACCCGGAACTAGATGTCGGTATCGGGTT
VD.FFT TGACGCGATAACCGATAAATGGACTCCCGATAACCCGGAACTAGATGTCGGTATCGGGTT
CS.FFT CGATGCATTTAACGATAAGTGGACACCCGATAATCCCGAACTAGACGTCGGTATCGGGTT
ER.FFT TGATGCGATAAACGATAAGTGGTGGCCTGATAACCCAGAATTAGACTTGGGTATGGGGTG
TA.FFTa CGACGCAGCGGCCAACACATGGACGCCGATCGACACCGAGCAGGAACTCGGCGTCGCGCT
TA.FFTb CGACGCGGCGGCCAACACATGGACGCCGATCGACACCGAGCGGGAACTCGGCGTCGCGCT
KKk kK * K * kK * K * * kK * K * kK * kK K
SC tgacgcgntnaacgataaatggacncccgataacccngaactagangtcggtatcgggtt
HT.FFT ACGGTGCGATTACGGGAGGTTTTTTGCATCAAAGAGTCTTTATGACCCATTGAAGAAAAG
VD.FFT ACGGTGTGATTACGGTAGGTTTTTTGCATCAAAGAGTCTTTATGACCCATTGAAGAAAAG
CS.FFT GCGGTGCGATTACGGAAGGTTCTTTGCGTCGAAGAGCCTCTACGACCCGTTGAAGAAACG
ER.FFT GCGATGCGATTACGGGAGATTCTTTGCATCCAAGACCCTCTACGACCCATTAAAGAAAAG
TA.FFTa GCGGTACGACTATGGCAGGTACGACGCGTCCAAGTCCTTCTACGACCCCGTGAAGCAGCG
TA.FFTb GCGGTACGACTATGGCAGGTACGACGCGTCCAAGTCCTTCTACGACCCCGTGAAGGAGCG
**k  k *Kk kK kK Kk*k Kk *k Kk kKK * kK Kk kKK * kK *k K *
SC acggtgcgattacggnaggttttttgcatcnaagagtctttatgaccenttgaagaaaag
HT.FFT GAGGATCACTTGGGGTTATGTTGGAGAATCAGATAGTGCTGATCAGGACCTCTCTAGAGG
VD.FFT GAGGATCACTTGGGCTTATGTTGCAGAATCAGATAGTCTTGATCAGGACCTCTCTAGAGG
CS.FFT AAGAGTCACTTGGGGTTATGTTGCGGAATCCGACAGTTACGACCAAGACGTCTCTAGAGG
ER.FFT AAGGGTGACTTGGGGATACGTCGCTGAATCAGACAGTGGAGATCAGGACCGATCCAGAGG
TA.FFTa GCGGATCGTCTGGGGGTACGTTGTCGAGACCGACTCCTGGAGCGCCGACGCCGCCAAGGG
TA.FFTb GCGGATCGTCTGGGGGTACGTCGTCGAGACCGACTCCTGGAGTGCCGATGCGGCCAAGGG
* * * Kk kK KKk kK K * * * Kk Kk * * *  x * *

scC gaggatcacttggggttatgttgengaatcagacagtgnngatcangacctctctagagg
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HT.FFT ATGGGCTACTGTTTATAATGTTGGAAGAACAATTGTACTAGATAGAAAGACCGGGACCCA
VD.FFT ATGGGCTCATGTTTATAATGTTGGAAGAACTATTGTACTAGATAGGAAGACCGGGACCCA
CS.FFT ATGGGCTACTATTTATAATGTTGCAAGGACCATTGTACTCGATCGGAAGACTGGAACCCA
ER.FFT ATGGTCCAATATTTACAATGTTGCTAGAACCGTAATGCTAGACAGAAAGACCGGAACCAA
TA.FFTa GTGGGCCAACCTCCAGTCGATTCCGAGAACGGTGGAGCTTGACGAGAAGACCCGGACGAA
TA.FFTb GTGGGCCAACCTTCAGTCGATTCCGAGAACGGTGGAGCTTGACGAGAAGACCCGGACAAA
* kK Kk * * * * * Kk Kk * * Kk Kk * kK kK * k% *
SC atgggctaatntttatattgttggaagaacnattgtactngataggaagaccgggaccca
HT.FFT TTTACTTCATTGGCCCGTTGAGGAAGTCGAGAGTTTGAGATACAACGGTCAGGAGTTTAA
VD.FFT TTTACTTCATTGGCCCGTTGAAGAAGTCGAGACTTTGAGATACAACGGTCGGGAGTTTAA
CS.FFT TCTACTTCAATGGCCGGTGGAGGAAATCGAGAGCTTGAGATCCAACGGTCATGAATTCAA
ER.FFT TCTACTTCAATGGCCAGTGGAGGAAATTGAGAGTTTGAGGTCCAAAGTTCATGAATTCAA
TA.FFTa CCTCATCCAATGGCCGGTGGAGGAGCTCGATACCCTCCGCATCAACACCACCGATTTCAG
TA.FFTb CCTCATCCAATGGCCGGTGGAGGAGCTCGATACCCTCCGCATCAACACCACCGATCTCAG
* * kK kkkkk kK Kk k% * k*x  * * * * * * * * *  *
sC tttacttcattggccngttgaggaantcgagantttgagatncaacggtcecnngantttaa
HT.FFT AGAGATCAAGCTAGAGCCCGGTTCAATCATTCCACTCGACATAGGCACGGCTACACAGTT
VD.FFT AGAGATCGAGCTAGAACCCGGTTCGATCGTTCCACTCGACATAGGCACCGCTACACAGTT
CS.FFT AAATATAACACTTGAGCCGGGCTCGATCATTCCCCTCGACGTAGGCTCAGCTACGCAGTT
ER.FFT TGAGATCGAGCTCCAGCCAGGTTCCATCATTCCACTCGAAGTAGGCTCAACTACACAGTT
TA.FFTa CGGTATCACTGTCGGTGCCGGATCCGTCGTCTCCCTCCCCCTCCACCAGACCTCCCAACT
TA.FFTb CGGTATCACTGTCGGTGCCGGATCCGTCGTCTCCCTCCCCCTCCACCAGACCTCCCAACT
* K * * kK kK KKk K * kKK * * * * kK *
SC ngagatcaanctngancccggntcnatcattccactcgacntaggencngctacncagtt
HT.FFT GGACATAGTTGCAACATTTGAGGTGGATCAAGCAGCGTTGAACGCGACAAGTGAAACCGA
VD.FFT GGACATAGTTGCAACATTTGAGGTGGATCAAGCTGCATTGAACGCGACAAGTGAAACCGA
CS.FFT GGACATCGTTGCAACATTTGAGGTGGATCAAGAGGCGTTAAAAGCAACAAGTGACACGAA
ER.FFT GGACATAGTTGCAACATTTGAGGTGAATAAAGATGCATTCGAAGAGACAAATGTGAATTA
TA.FFTa CGACATCGAGGCATCCTTCCGCATCAACGCCTCCGCCATTGAGGCCCTCAATGAGGTTGA
TA.FFTb CGACATCGAGGCATCCTTCCGCATCAACGCCTCCGTCATCGAGGCCCTCAATGAGGTCGA
KkKkKkKkKk K KkKkKk Kk kK * * * * * K * kK *
SC ggacatagttgcaacatttgaggtggatcaagcngenttnaangcnacaagtganacnna
HT.FFT TGATATTTATGGTTGCACCACTAGCTTAGGTGCAGCCCAAAGGGGAAGTTTGGGACCATT
VD.FFT TGATACATATGGTTGCACCACAAGCTTAGGTGCGACTGAAAGGGGAAGTTTGGGACCATT
CS.FFT CGACGAATACGGTTGCACCACAAGTTCGGGTGCAGCCCAAAGGGGAAGTTTTGGACCATT
ER.FFT CAACGAGTACGGTTGCACCAGTAGCAAAGGTGCATCGCAGAGGGGAAGACTCGGACCATT
TA.FFTa CGTCGGCTACAACTGCACCCTGACCAGCGGCGCCGCCACCCGCGGCGCGCTCGGCCCCTT
TA.FFTb CGTCAGCTACAACTGCACCATGACCAGCGGCGCCGCCACCCGCGGCGCGCTCGGCCCCTT
* * Kk Kk Kk kK * KKk kK * * kK * kK kK KKk
SC cgatanntatggttgcaccacnagctnnggtgcnnccnaaaggggaagtttnggaccatt
HT.FFT TGGTCTTGCGGTTCTAGCCGATGGAACCCTTTCTGAGTTAACTCCGGTTTATTTCTATAT
VD.FFT TGGTCTTGTGGTTCTAGCCGATGGAACCCTTTCTGAGTTAACCCCGGTTTATTTCTACAT
CS.FFT CGGGATTGCAGTTCTTGCCCACGGAACCCTTTCGGAGTTAACTCCGGTGTATTTCTACAT
ER.FFT TGGGATTATTGTTCTTGCTGACGGCAACCTGTTGGAGTTAACTCCAGTCTATTTCTACAT
TA.FFTa CGGCATTCTTGTCCTCGCCAATGTCGCCCTGACAGAACGGACGGCGGTGTACTTTTATGT
TA.FFTb CGGCATTCTCGTCCTCGCCAACGCCGCCCTGATAGAACAGACGGCGGTGTACTTTTATGT
* % * % * Kk kk kK *  * * k% * % * % * kk kk kk kK *
SC tggncttgnngttctngccnatggaaccctttcecngagttaacnccggtntatttctacat

Alinhamento das sequéncias dos genes 1-FFT utilizadas para o planejamento de primers:
HT.FFT — Helianthus tuberosus (AJ009756.1), VD.SST — Viguiera discolor (AJ811625.1),
CS.FFT — Cynara scolymus (AJ000481.2), ER.FFT — Echinops ritro (AJ811624.1), TA.FFTa
— Triticum aestivum (AB088410.1), TA.FFTb — Triticum aestivum (AB088409.1), SC —
sequéncia consenso. Os asteriscos indicam residuos idénticos nas sequéncias. Entre parénteses
estdo os codigos das sequéncias no GenBank. Em negrito e sublinhados estdo destacados 0s
trechos das sequéncias utilizadas para a construgdo dos primers utilizados no sequenciamento

do gene.




