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So existem dois dias no ano que nada pode ser feito. Um se
chama ontem e o outro se chama amanhd, portanto hoje é o

dia certo para amar, acreditar, fazer e principalmente viver.

Dalai Lama
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RESUMO

Frutanos sdo oligo- e polissacarideos de frutose, originados da sacarose, que, além da
funcdo de reserva em plantas, contribuem para a toleréncia a seca e as baixas temperaturas que
ocorrem no Cerrado. Vernonia herbacea, Asteraceae do Cerrado, apresenta crescimento sazonal ,
e acumula frutanos do tipo inulina em seus 6rgdos subterraneos de reserva, os rizéforos. A sintese
destes carboidratos ocorre predominantemente nos segmentos mais jovens dos rizéforos
(segmentos distais) e se da pela acdo de duas enzimas: sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-
SST), que catalisa a sintese do trissacarideo 1-cestose e, frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-
FFT) que promove tanto o alongamento como a diminuigéo das cadeias. A sua despolimerizacao
ocorre principalmente nos segmentos préximos a insercdo dos ramos aéreos (segmentos
proximais) pela atuacdo da frutano 1-exohidrolases (1-FEH). O presente trabalho foi realizado
com o objetivo de se estudar as relacdes, ja descritas para outras espécies, entre os reguladores
hormonais acido abscisico (ABA) e acido indol-3-acético (AlA) e o metabolismo de frutanos, em
plantas de V. herbacea nos periodos de transi¢do para a dorméncia (outono e inverno) e para a
brotacdo (inverno e primavera). As plantas foram coletadas em &rea de Cerrado na Reserva
Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu (SP) em diferentes fases de desenvolvimento
para analises de frutanos, da atividade e expressdo génica das enzimas do seu metabolismo, do
teor endogeno de ABA e AlA nos rizéforos e parte aérea, aléem das medidas do teor de agua nas
plantas e umidade do solo. Correlagdes positivas entre 0 aumento de temperatura, de ABA e teor
de agua na parte aérea das plantas, sugere uma estratégia para a manutencédo do status hidrico. O
aumento da taxa de precipitacdo nos meses de primavera e verdo (periodo vegetativo) foi
concomitante ao aumento da atividade e expressdo do gene da 1-SST nos segmentos distais dos

rizoforos. Neste mesmo periodo a atividade e expressdo da 1-FEH foi reduzida, enquanto sua
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maior atividade e expressdo ocorreu na brotacdo e, especialmente nos segmentos proximais. O
aumento da 1-FEH foi acompanhado de niveis proximos de zero de ABA nos segmentos
proximais e distais dos rizéforos, o que deixa claro a associagdo com a mobilizacdo de
carboidratos para a emissdo e crescimento de novos ramos. A emissdo dos primeiros ramos na
brotacéo foi acompanhada de altos niveis enddgenos de AlA na parte aérea e aumento do teor de
fruto-oligossacarideos nos segmentos distais dos rizoforos, mostrando a atuacdo deste horménio
no desenvolvimento e alogamento dos novos tecidos e favorecimento da sintese de reservas. O
status hidrico das plantas ndo mostrou evidéncias de estresse hidrico nos periodos analisados,
apontando que outros sinalizadores do ambiente podem estar associados a entrada das plantas em

dorméncia e na brotacao.

Palavras-chave: Asteraceae, carboidratos de reserva, Cerrado, inulina, 6rgdos de reserva.
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ABSTRACT

Fructans are fructose-based oligo and polysaccharides synthesized from sucrose, which, in
addition to reserve compounds in plants, are known to confer tolerance to drought and low
temperature, chacacteristics of the Cerrado. Vernonia herbacea is an Asteraceae from the
Cerrado with seasonal growth that accumulates inulin-type fructans in their rhizophores. The
synthesis these carbohydrates occurs predominantly in young segments of the rhizophores (distal
segments) by the action of sucrose:sucrose 1-frucotyltransferase (1-SST), that catalyses the
formation of the trisaccharide 1-cestose and fructan:fructan 1-fructosyltransferase (1-FFT) that
operates in both the increase and in the decrease of the chain size. The depolymerization occurs
mainly in segments of the rhizophores near the buds that originate new shoots (proximal
segments) by the action of fructan 1-exohydrolase (1-FEH). The aim of the present work was to
study the association described for other species, of the growth regulators abscisic acid (ABA)
and indole-3-acetic acid (IAA), and fructans metabolism in plants of V. herbacea during the
transition to the dormant phase (autumn and winter) and to the sprouting phase (winter and
spring). Plants were collected in a cerrado area at the Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental
de Mogi-Guacu (SP) at different development phases for analyses of fructans, activities and gene
expression of related enzymes in rhizophores, analyses of endogenous ABA and IAA in
rizophores and aerial organs and measurements of the water content in plants and of soil
moisture. Positive correlations between the increase in temperature, in ABA and water content in
shoots, suggested an strategy for maintaining the water status. The increase of precipitation in
spring and summer (growth seasons) is associated with an increase in 1-SST activity and gene
expression in distal segments of rhizophores. In the same period the activity and expression of 1-
FEH was reduced, its highest activity and expression was detected during sprouting, especially in

the basal segments. The increase in 1-FEH was accompanied by near-zero levels of ABA in the
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basal and apical segments of rhizophores, making clear the association with fructan mobilization
for the growth of new shoots. Additionally, this was accompanied by high levels of endogenous
IAA in shoots and increased levels of fructo-oligosaccharides in the distal segments of the
rhizophores, indicating the role of this hormone in the development and growth of new tissues,
and thus in the synthesis of reserve compounds. The water status of the plants indicated that
drought stress was not imposed to the plants in the field at any of the developmental stages
analysed in this study, pointing to the existence of other environmental signals associated with

the entry of plants in dormancy and in sprouting.

Key words: Asteraceae, carbohydrate reserves, Cerrado, inulin, reserve organs.



1. INTRODUCAO

Frutanos, oligo- e polissacarideos de frutose, sdo carboidratos de reserva, originados da
sacarose que estdo presentes em 15% das Angiospermas (Hendry & Wallace, 1993). Séo
acumulados principalmente em érgdos 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 espécies pertencentes a familia
Poaceae (Pollock et al., 1996). Sua complexidade estrutural pode variar de acordo com o tipo de
ligacdo glicosidica entre as unidades de frutose, com a presencga ou auséncia de ramificagbes das
cadeias e com a posicao da molécula de sacarose terminal ou interna a cadeia.

Frutanos do tipo inulina consistem de cadeias lineares de unidades de frutose com
ligagdes do tipo B (2,1), tendo o trissacarideo 1-cestose como seu precursor e ocorrendo
predominantemente em dicotiledéneas, principalmente em Asterales. Fleanos ou levanos,
também de cadeias lineares, possuem as unidades de frutose unidas por ligac6es do tipo B (2,6),
tendo a 6-cestose como o trissacarideo inicial e sendo encontrados em monocotileddneas, como
nos géneros Dactylis e Poa, da ordem Poales. Os graminanos séo constituidos de cadeias mistas,
formadas a partir da bifurcose, com ligacbes 3 (2,1) e B (2,6), sendo encontrados, por exemplo,
em trigo e cevada da ordem Poales. As neoséries de frutanos podem apresentar ligagdes do tipo R
(2,1), como na neosérie de inulina, ou B (2,6), na neoserie de fleano. Nestas, o trissacarideo que
da origem a série € a neocestose, na qual a glicose € interna e ndo na extremidade da molécula,
como € 0 caso da 1-cestose e da 6-cestose. As neoséries sdao encontradas em Liliaceae (como
cebola e aspargo) e em Poales (como aveia e plantas do género Lolium) (Figura 1) (Pollock et

al., 1996; Ritsema & Smeekens, 2003).



(a) CHOH o H (b) 0. CHOH CHOH o H
Q Q
0 OONCH;OH CH,oH” \OH [o} Oy)ODN(CHZOH
OH H H oH oH H
1] 1] (1]
CH, . H H g. CH CH;, . H
Q (2] Q
0 9ONCH20H CH,OH ™ \HO H\Qo ) O OH ™ cH,0H
OH H H OH{ oH H
ol .- O @l .
H CH,OH e .*"H CH, L
A cg o H - /IA(HO o Cé o
HO \ ) .
H \90 O OH ™ Ch,oH | d H \/‘\'0 0t ™ Crom |
HO oH ’ ', HO OH )
H e ROt - R T 2
© .. o
oM CHZOHHO CHOH o H v [oHoH o H CHOH o H
JH H S
[ Ho H o on g | ' oon ,?H 8 oon CH,OH
e ) —'0 —o
OH -~ - =
A ~._OH H " HO H HO H
(d) H o CHOH CHOH o H
(2] (2]
CH,0H WHOH o o)/OOH CH,OH
H OH OH H
o [
H o CH CH, o H
(2] e
CHEOH)/\/HOH ( 0 0 DOH\'{\CHEDH
H OHJ OH H
o L Ol
i + -7 CH, 0 H "\, [CHOH g H CHOH 5 H
H '
s A \Q @ oon g'E : e 2 OONCHOH
HO W o -
Lol L OH H L.” HO H ° Ho H

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 é sintetizada esta circulada (Ritsema &
Smeekens 2003, modificado).

A sintese de frutanos do tipo inulina se da pela acdo conjunta das enzimas
sacarose:sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST, EC 2.4.1.99), que catalisa irreversivelmente a
formacdo do trissacarideo 1-cestose a partir de duas moléculas de sacarose como mostrado

abaixo:



G-1,2-F + G1,2-F —* G-1,2-F1,2-F + G

s5acarose 5acarose 1-cestose glucose

E da frutano:frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT, EC 2.4.1.100), que atua no
alongamento das cadeias de frutanos, transferindo unidades de frutose de uma molécula doadora
para uma receptora (Edelman & Jefford, 1968; Luscher et al., 1996). Como a 1-FFT tem agéo
reversivel, sua atuacdo também favorece a diminuicdo do comprimento da cadeia como mostrado

abaixo:

GF-(F)y + GF-(F)y

doador receptor

G-F-(F)n.r + G-F-(F)m.s

. A mobilizacdo dos frutanos se da por acdo de frutano 1-exohidrolases (1-FEH, EC
3.2.1.153) que retiram sequencialmente unidades de frutose, a partir de uma hidrélise (Carvalho
& Figueiredo-Ribeiro, 2007 e referéncias ali contidas):

G-F-(F)a + H0 — > G-F-(F)oq+F
doador aqua

Além da 1-SST e da 1-FFT, outras enzimas que atuam na biossintese de outros tipos de
frutanos, com formas estruturais diferentes da inulina ja foram identificadas (Vijn & Smeekens,
1999), como a sacarose:frutano 6-frutosiltranferase (6-SFT, EC 2.4.1.10) e a frutano:frutano 6G-

frutosiltransferase (6G-FFT, EC 2.4.1.243). A biossintese dos diferentes tipos de frutanos pode

ser resumida conforme o esquema apresentado a seguir (Figura 2):
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Figura 2. Modelo de biossintese de frutanos. Adaptado de Vijn & Smeekens (1999).

Em geral, o grau de polimerizacdo (GP) maximo das cadeias de frutanos varia de 30 a 50
unidades de frutose, mas, ocasionalmente, moléculas com GP até 200 podem ser encontradas. O
comprimento médio das cadeias de frutanos pode variar também de acordo com o estagio
fenoldgico, idade da planta e com as condi¢Ges ambientais, mas existe um determinante genético
para o tamanho méaximo das moléculas em cada espécie (Darbyshire & Hendry, 1978).

Frutanos sdo reconhecidos como compostos benéficos a saude. Sdo adicionados a varios
alimentos como fibra dietética soluvel e substituinte de gorduras (Carvalho & Figueiredo-
Ribeiro, 2007 e referéncias ali contidas). Frutanos de cadeia curta, os fruto-oligossacarideos
(FOS), além de serem utilizados como adocantes ndo caloricos, também sdo compostos
bifidogénicos, cujos produtos de fermentacdo sdo efetivos na redugdo da pressdo sanguinea, da
glicemia e das taxas de triglicérides e colesterol (Yamasaki & Matsumoto, 1993; Roberfroid,
1993). Além disso, os FOS apresentam acdo anti-tumoral (Taper et al., 1999) e estimulam a

absorcdo de célcio, magnésio e ferro no intestino (Roberfroid, 2002). Atualmente, a inulina
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disponivel para utilizacdo industrial é produzida na Europa, principalmente a partir de raizes
tuberosas de Cichorium intybus (Asteraceae), tendo a sua producao industrial aumentado de 1000
para 100 000 toneladas anuais entre a década de 1990 e 2000 (Van den Ende et al., 2002).

Plantas capazes de sintetizar frutanos estdo presentes em muitas familias ndo relacionadas
filogeneticamente, sugerindo uma origem polifilética deste metabolismo. A diversidade da
distribuicdo filogenética e geografica, e a ocorréncia destes compostos em familias mais
derivadas, indicam que 0s genes necessarios ao metabolismo de frutanos podem ter surgido em
resposta a uma ou varias pressdes de selecdo em um passado relativamente recente. A
disponibilidade de &gua pode ter sido um desses fatores de selecdo que direcionou a evolucao do
metabolismo de frutanos nas plantas, uma vez que o surgimento da flora produtora de frutanos,
ocorrido entre 30 e 15 milhdes de anos atras, coincidiu com o aparecimento da seca estacional. A
distribuicdo da flora atual que apresenta 0 metabolismo de frutanos corresponde a regides onde
ocorre seca estacional (Hendry & Wallace, 1993).

A correlacdo entre disponibilidade de dgua e a evolugdo do metabolismo de frutanos é
reforcada pelo papel destes compostos na resisténcia das plantas a seca (Pilon-Smits et al., 1995;
1999) e ao frio (Livingston & Henson, 1998; Kawakami et al., 2008). Frutanos sd&o compostos
osmoticamente ativos, que favorecem a retencdo de agua nos tecidos, e também atuam na
estabilizacdo de membranas durante a dessecagdo (Hincha et al.,, 2007). Entretanto, os
mecanismos pelos quais os frutanos desempenham esses papéis ainda ndo foram completamente
elucidados. Alteragcdes na concentragdo e composi¢do de frutanos e nas atividades das enzimas do
seu metabolismo foram relacionadas a variagdes sazonais de temperatura, disponibilidade de
agua e outros fatores ambientais para varias espécies do cerrado (Carvalho & Dietrich, 1993;
Isejima & Figueiredo-Ribeiro, 1993; Vieira & Figueiredo-Ribeiro; 1995, Portes et al., 2008;

Garcia et al., 2011).
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Além do frio e da seca (Portes et al., 2008; Asega et al., 2011; Garcia et al., 2011; De
Roover et al., 1999), outros efetores exdgenos e enddgenos, como a concentragdo de aglcares
(Pollock & Cairns, 1991; Asega & Carvalho, 2004; Maleux & Van den Ende, 2007), a
desfolhacdo natural ou induzida (Asega & Carvalho, 2004; Portes & Carvalho, 2006; Asega et
al., 2011; Morvan et al.; 1997), a concentracdo de hormonios vegetais e outros tipos de estresses
sdo capazes de regular o metabolismo de frutanos (Van den Ende et al., 2002). Estes estresses,
combinados ou individualmente, promovem alteracdes nas atividades das enzimas de sintese e
degradacdo e assim modificam a concentracdo e a composicao destes carboidratos. Com relacdo a
regulacdo hormonal, sdo poucos os trabalhos que demonstram sua influéncia no acumulo de
frutanos e na regulacdo dos genes e enzimas envolvidos.

Michiels et al. (2004) estudaram a regulacdo das 1-FEHs em C. intybus e identificaram na
regido promotora do gene 1-FEH lla motivos associados a regulagdo por diversos reguladores
hormonais como auxina, acido abscisico (ABA), etileno, giberelinas (GA), acido salicilico e por
sacarose, mostrando que a regulacdo dos genes do metabolismo de frutanos é bastante complexa.
Genes deste metabolismo (1-FEH, 1-FFT e 1-SST) ja foram clonados de algumas espécies, sendo
a maioria de monocotiledoneas da ordem Poales (Lolium perenne, Triticum aestivum, Hordeum
vulgare, Bromus pictus, Zea mays, Agropyrum cristatum, Festuca arundinacea e Oryza sativa).
Dentro da ordem Asterales, cujas espécies acumulam frutanos do tipo inulina, foram clonados
genes de Cichorium intybus, Helianthus tuberosus e Campanula rapunculoides, além de
Vernonia herbacea (Asega et al., 2008) e Viguiera discolor (Van den Ende et al., 2005) cujos
genes de 1-FEH e 1-FFT, respectivamente, foram isolados, sequenciados e expressos em Pichia
pastoris.

Em Lolium perenne, a inducdo da atividade da 1-FEH apds a desfolhacdo foi reduzida por

inibidores da biossintese de giberelinas (Morvan et al., 1997), entretanto nenhuma correlacéo



positiva entre os niveis de giberelina A; e a mobilizacdo de frutanos foi encontrada (Morvan-
Bertrand et al., 2001).

Em Allium cepa, a diminui¢cdo do conteudo de frutanos concomitante a diminui¢do dos
niveis enddgenos de &cido abscisico (ABA) foi observada em bulbos armazenados em condic¢des
de atmosfera controlada e baixa temperatura (Chope et al., 2006). Foi verificado, ainda por estes
autores, que o inicio da brotacdo dos bulbos ocorre em uma concentracdo enddgena minima
critica de ABA. Neste caso, se a concentracdao de ABA est4 associada ao controle da dorméncia
em algumas espécies, este regulador estaria associado também ao metabolismo de carboidratos,
uma vez que estes sdo mobilizados para prover energia para o crescimento dos ramos logo apos a
dorméncia.

O ABA é um hormonio vegetal presente em todas as plantas vasculares, sintetizado em
praticamente todos os tecidos vivos, sendo que 0s precursores para sua sintese estdo presentes
nos plastos (cloroplastos, leucoplastos, proplastideos, cromoplastos) e podem ser transportados
via xilema e floema. Seu papel fisiol6gico envolve a sua participacdo na maturacdo de sementes e
na inibicdo da germinacdo precoce, promovendo acimulo de reservas e tolerancia a dessecagéo.
Em plantas adultas, o ABA, além de estar envolvido nos processos de senescéncia foliar, atua na
regulacdo do fechamento estoméatico em resposta ao estresse hidrico, reduzindo a perda de agua
por transpiracdo e promove, em alguns casos, 0 crescimento de raizes e inibigdo do
desenvolvimento da parte aérea (Lafitte et al., 2007).

O ABA ¢ reconhecido também como um importante sinalizador de respostas aos estresses
abioticos, regulando, a partir de alteragbes em sua concentracdo, vias ABA-dependentes
(Krasensky & Jonak, 2012). E o caso do metabolismo de aglicares, que apresenta alteragdes nos
seus transcriptomas quando expostos ao ABA exdgeno e diferentes estresses ambientais (Van den

Ende & El-Esawe, 2014).
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Em H. vulgare, a tolerdncia ao congelamento devido ao aumento de agUcares sollveis foi
correlacionada com os niveis de ABA, que apresentou aumento dos seus niveis endégenos em
respostas a baixa temperatura, o que foi necesséario para a segunda fase de aclimatacdo das
plantas ao frio (Bravo et al., 1998). O envolvimento deste regulador na aclimatagcdo ao frio
também ja foi discutido para Acer saccharum (Bertrand et al., 1997) e Solamun commerseaii
(Chen et al., 1983).

Além da associacdo dos niveis endégenos de ABA com o frio e com mudangas no
metabolismo de frutanos em condicdes de déficit hidrico tal evento € igualmente relatado. Plantas
de Dactylis glomerata e L. perenne apresentaram o aumento dos niveis de sacarose e de frutanos
de alto peso molecular e reducdo do teor de monossacarideos e frutanos de menor GP quando
submetidas a 80 dias de seca. Os niveis de ABA em D. glomerata ao longo dos 80 dias
aumentaram significativamente e reduziram apos irrigacdo (Volaire et al., 1998).

Van den Ende & El-Esawe (2014) relataram que as concentracfes de ABA aumentaram
significativamente em caules de trigo em condicdes de seca e foram correlacionadas com o
aumento da atividade das enzimas de sintese da sacarose e 1-FEH e com a redugdo da 1-SST.
Quando tratadas com um inibidor de sintese de ABA (fluridona) apresentaram uma reducédo da
atividade das enzimas sacarose-fosfato sintase (EC 2.4.1.14), da 1-FEH e da invertase acida (EC
3.2.1.26), promovendo a remobilizacdo de carbono e aumentando o peso dos grdos. Quando
tratadas com ABA exdgeno, estas plantas apresentaram maior quantidade de transcritos da 1-FEH
em relagéo ao controle.

As auxinas também sdo hormonios que desempenham papel importante na regulacdo do
crescimento vegetal. Sdo sintetizadas, em geral, em tecidos de rapida divisdo celular,
especialmente em meristemas apicais caulinares, folhas jovens, frutos em desenvolvimento e em

sementes, embora também sejam produzidas em niveis inferiores, por exemplo em folhas



maduras e apices radiculares. A auxina natural mais abundante é o &cido indol-3-acético (AlA),
relacionada ao estimulo de divisdo celular, alongamento e expansdo das células, a diferenciacdo
celular e a formacdo de primdérdios foliares. No entanto, sdo escassos 0s estudos que associam 0
metabolismo de frutanos aos niveis enddgenos de AIA, como o de Michiels et al. (2004) ja
mencionado e o de Barreto et al. (2010), no qual plantas de Agave tequilana tiveram o teor de
frutanos aumentado na presenca de acido 1-naftalenoacético. Isto porque, dada a importancia
deste hormonio e dos carboidratos de reserva no desenvolvimento e crescimento vegetal, uma
relacdo entre os niveis de AIA e a regulacdo metabolismo de frutanos, pode ser esperada.

Um bioma brasileiro que apresenta condi¢cdes ambientais adversas como a seca e o frio,
além da ocorréncia de fogo e estresse nutricional caracteristicos, é o Cerrado, caracterizado por
duas estagOes bem definidas, inverno seco e verdo chuvoso (Coutinho, 2002; Eiten, 1972). A
vegetacdo apresenta crescimento sazonal e estratégias adaptativas para superar as condi¢des
ambientais adversas. Dentre estas estratégias, estdo 0s Orgdos subterrdneos espessados
encontrados em um grande nimero de espécies herbaceas que atravessam periodos de acimulo
de fotoassimilados durante o seu desenvolvimento (Mantovani & Martins 1988).

A Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi Guacu, em Sédo Paulo, €
constituida, predominantemente, por areas de cerrado. Nesta regido, o clima é definido como
umido, mesotérmico e com grandes variacdes na disponibilidade hidrica, sendo a distribuigdo das
chuvas ao longo do ano e ndo o total anual de precipitacdo, um dos fatores limitantes a vegetacé&o.
No periodo correspondente as estacGes, de outono e inverno (abril a agosto), hd uma diminuigdo
acentuada da disponibilidade de &gua, e no periodo de primavera e verdo (setembro a margo),
aumento da disponibilidade de &gua (Figura 3) (Vuono et al.,1986). Estudo realizado por

Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro (1993) mostrou que cerca de 60% das Asteraceae desta Reserva
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Bioldgica acumulam os fotoassimilados na forma de frutanos do tipo inulina em seus 6rgaos

subterréneos de reserva.
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Figura 3. Balanco hidrico normal da Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu
no decénio de 1971-1980 (Vuono et al., 1986)
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A espécie Vernonia herbacea

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby é uma espécie perene do cerrado que apresenta
crescimento sazonal. Seus 6rgdos subterraneos, rizéforos, possibilitam a reproducgdo vegetativa da
espécie por meio da brotacdo de gemas ali existentes, e atuam como 6rgdos de reserva para a
planta, acumulando até 80% de sua massa seca em frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich,
1993). Vérios aspectos do metabolismo de frutanos em V. herbacea foram investigados desde 0s
primeiros estudos na década de 1990, incluindo os efeitos do estresse hidrico (Dias-Tagliacozzo
et al. 2004; Garcia et al. 2011) e do frio (Dias-Tagliacozzo et al. 1999; Portes et al. 2008), da
desfolhacdo e rebrota (Asega & Carvalho 2004; Portes & Carvalho, 2006), bem como o efeito da
adubacdo nitrogenada (Cuzzuol et al. 2008) e de elevadas concentracdes de CO, atmosférico
(Oliveira et al., 2010).

O ciclo anual de desenvolvimento de espécies herbaceas do cerrado, incluindo V.
herbacea é caracterizado por fases fenoldgicas bem definidas. O crescimento sazonal de V.
herbacea ja foi descrito por Carvalho & Dietrich (1993) e é marcado pela senescéncia e perda
dos 6rgdos aéreos ao final do outono, iniciando um periodo de dorméncia (junho). Préximo ao
final do inverno (agosto) tem inicio a mobilizacdo dos carboidratos de reserva, detectada pela
reducdo do conteudo total de frutanos e o aumento de agUcares redutores, para a emissdo de
novos ramos aereos, mancando a brotacdo que dara inicio a um novo periodo vegetativo no inicio
da primavera (outubro). Por outro lado, o conteido mais elevado de frutanos durante o ciclo
fenologico foi detectado ao final da estacdo de crescimento vegetativo, no verdo, indicando ser
este, um periodo de biossintese deste carboidrato.

Mais tarde, Portes & Carvalho (2006) confirmaram que a variagdo na composicdo de

frutanos observada ao longo do ciclo fenolégico em rizoforos de V. herbacea ocorreu
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concomitantemente as mudancas nas atividades das enzimas do metabolismo de frutanos. A
atividade da 1-SST foi praticamente ausente nas fases de brotacdo e dorméncia, enquanto a da 1-
FEH ocorreu principalmente durante a brotacdo. Por outro lado, a atividade da 1-FFT foi
detectada em todas as fases fenoldgicas.

O aumento da atividade da 1-FEH foi verificado durante a mobilizacdo de frutanos
associada ao processo natural de brotacéo e crescimento e quando este processo foi induzido pela
excisdo dos ramos aéreos (Portes & Carvalho, 2006, Asega et al. 2011). Verificou-se ainda que
este aumento da atividade durante o processo de brotacdo, natural ou induzido, ocorre
especialmente, na regido proximal do rizéforo (Asega et al. 2011), enquanto o aumento da
atividade de biossintese na fase de crescimento vegetativo, no verdo, ocorre principalmente na
sua regido apical (Portes & Carvalho, 2006).

Quando submetidas ao défict hidrico, plantas de V. herbacea apresentaram aumento na
razdo fruto-oligo:polissacarideos e nas atividades de enzimas de biossintese de frutanos (agdo da
1-SST e da 1-FFT) no periodo inicial de suspensao de regas, e despolimerizacdo (a¢do da 1-FEH)
na fase avancada de déficit hidrico (Garcia et al. 2011). Outro fator abi6tico analisado, a alta
[COs)am promoveu o aumento da taxa de fotossintese e da eficiéncia do uso da agua, do
crescimento e da producdo de frutanos, devido ao aumento significativo da biomassa de rizéforos
(Oliveira et al., 2010).

O estudo da atividade e expressdo da 1-FEH em plantas induzidas a brotagdo demonstrou
que o controle da sua atividade se d& em nivel de transcricdo e que tanto a atividade quanto a
expressdo, aumentadas durante a brotagédo, séo intensificadas em plantas armazenadas a 5°C
(Asega et al., 2011). Nessas condi¢des verificou-se também um aumento da razdo fruto-
oligo:polissacarideos, sugerindo que o0s oligossacarideos estdo envolvidos ndo apenas na

tolerancia ao déficit hidrico (Garcial et al., 2011), como também na tolerancia das plantas ao frio.
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Figura 4. Aspecto geral de Vernonia herbacea (VeII'& Rusby, no qual, a indica o segmento

proximal e b o segmento distal dos rizéforos.

Considerando que alguns estudos demonstraram uma correlagcdo entre teores de ABA,
contetdo e composicao de frutanos, dorméncia e a tolerancia a seca e ao frio e que, pouco se sabe
sobre os niveis enddgenos de ABA e AlA durante o ciclo fenoldgico de V. herbacea, esta espécie
se mostra um excelente modelo para o estudo da regulacdo do metabolismo de frutanos por
fatores ambientais e endogenos. Desta forma, este projeto objetivou avaliar os niveis enddgenos

de ABA e AIA de plantas em campo e correlaciona-los com variagdes no teor e na composicao
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de frutanos, bem como na atividade e expresséo das enzimas 1-SST, 1-FFT e 1-FEH e o papel na
regulacdo do metabolismo de frutanos durante o ciclo fendlogico de V. herbacea, com énfase nos
periodos de transicdo para a fase de dorménca e baixa disponibilidade de &gua (ao final do
outono) e de transicdo para a fase de brotagdo e aumento da disponibilidade hidrica (ao final do

inverno).
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2. OBJETIVOS

Analisar o0 metabolismo de frutanos frente as variacdes ambientais do cerrado e niveis de
reguladores hormonais na transicdo para a fase de dorméncia e para a fase de brotacdo em

plantas de Vernonia herbacea coletadas em campo, por meio de:

» Caracterizacdo do status hidrico da planta e do solo;

» Anadlise do teor endogeno de acido abscisico e acido indol-3-acético nos rizéforos e na
parte aérea;

»  Caracterizacdo do metabolismo de frutanos pela sua composicéo, atividade das enzimas e

expressao dos genes de sintese e degradacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

Plantas adultas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby foram coletadas na Reserva
Bioldgica e Estagdo Experimental de Mogi-Guagu, SP (22° 18’S, 47° 11°W) em diferentes épocas
do ano e fases do ciclo fenolégico que incluiram especificamente o periodo de transicdo para a
dorméncia (disponibilidade hidrica baixa) e periodo de transicdo para brotagdo e crescimento
vegetativo (elevada disponibilidade hidrica), num total de sete coletas (Tabela 1), todas realizadas

proximas das 12h.

Tabela 1. Coletas de plantas de Vernonia herbacea em diferentes fases do ciclo fenoldgico na

Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guagu, SP.

Coleta Data de coleta Fase fenoldgica Sigla
1 26 de junho de 2012 Pré-dorméncia PD1
2 14 de agosto de 2012 Brotagdo B1
3 11 de setembro de 2012 Brotagdo B2
4 05 de outubro de 2012 Brotacédo B3
5 16 de janeiro de 2013 Vegetativo V1
6 17 de abril de 2013 Vegetativo V2
7 01 de julho de 2013 Dorméncia D

Apos a coleta em campo as plantas foram separadas em parte aérea (caules e folhas) e
rizoforos proximais e distais e pesadas.
Amostras para analises bioquimicas e moleculares foram lavadas e congeladas em N,

liquido, transportadas em gelo seco e armazenadas a -80°C para posterior analise.
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3.2. CARACTERIZAGCAO DAS CONDIGCOES CLIMATICAS E DO STATUS HIDRICO DAS PLANTAS E
DO SOLO

3.2.1. CARACTERIZAGAO DAS CONDICOES CLIMATICAS E DO AMBIENTE DE COLETA

Os dados climaticos foram fornecidos por duas empresas que possuem estacOes
meteoroldgicas na regido de coleta. Os dados de temperatura maxima e minima foram obtidos da
estacdo meteoroldgica da International Paper do Brasil Ltda e os dados de precipitacdo de duas
estacOes da regido (Posto termoéletico em Duas Pontes e em Sitio Maringoni) pertencentes a
empresa AES Tieté S/A.

A partir desses dados foram calculadas a temperatura e a precipitacdo mensal dos pontos
registrados diariamente e a precipitacdo acumulada, precipitacdo média e temperatura média dos
sete dias que precederam os pontos de coleta. No caso da precipitacdo, calculou-se a média dos
dados obtidos das duas estacdes. Todo o material de coleta foi obtido em pontos préximos a area
de abrangéncia dos registros climaticos.

Amostras de solo foram coletadas com o auxilio de aneis volumétricos (100,08 cm?3) em
profundidades de 0-10, 20-30 e 40-50 cm para determinacdo de curvas de retencdo de agua do
solo da area de coleta, seguindo protocolo de Cruz et al. (2005). As amostras de solo preservadas
nos anéis, afim de ndo perder sua conformac&o original, foram enviadas ao Nucleo de Irrigacéo e
Drenagem do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) para analise e confecgdo das curvas

(Figura 5).
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Figura 5. Curvas de retencdo de dgua no solo de amostras coletadas em diferentes profundidades
(0-10cm, 20-30cm e 40-50cm) em area de Cerrado, na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental
de Mogi-Guagu (SP). (n=3).

3.2.2. TEOR DE UMIDADE DO SOLO

Para determinacdo do teor de agua no solo (Uy,), amostras de solo obtidas da rizosfera das
plantas coletadas (20-40cm de profundidade) foram acondicionadas em latas de amostragem
hermeticamente fechadas, imediatamente ap6s a coleta. As amostras foram pesadas durante o
processamento para determinacdo do peso fresco (PF). Em seguida, foram mantidas em estufa a
70°C por 72h, sendo novamente pesadas para determinagdo do peso seco (PS). O teor de agua do
solo (U%) foi determinado pelo método gravimétrico através da seguinte equacdo: U(%) = (PF —

PS/OS-Ta) x 100, em que Ta corresponde a tara das latas de amostragem.
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3.2.3. TEOR DE AGUA DAS PLANTAS E POTENCIAL HIDRICO DOS RIZOFOROS

Assim como feito para o solo, o teor de &gua na parte aérea e rizoforos (segmentos
proximal e distal) foi determinado pelo método gravimétrico. As amostras foram pesadas
inicialmente para determinacdo do peso da massa fresca e, em seguida, a parte aérea foi seca em
estufa a 70°C por 72h e os rizéforos congelados foram liofilizados. Apds secagem e desidratacdo
as amostras foram pesadas novamente para determinagdo do peso de massa seca.

Medidas do potencial da dgua dos riz6foros foram feitas a partir do suco celular extraido
dos segmentos proximais e distais com auxilio de um espremedor manual, utilizando-se um
osmometro de pressdao de vapor (modelo 5520 VAPRO, Wescor, Logan-UTAH). Foram
selecionadas amostras preferencialmente nas mesmas profundidades de solo em que a umidade
do solo foi determinada. As amostras foram acondicionadas em tubos de 2 mL hermeticamente

fechados e levados para o laboratdrio para realizacdo das medidas.

3.3. ANALISE DOS NiVEIS ENDOGENOS DE ACIDO ABSCISICO E ACIDO INDOL-3-ACETICO POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASSAS COM

MONITORAMENTO SELETIVO DE iONS (CG-EM-MSI)

A extracdo de &cido abscisico e &cido indol-3-acético foi feita a partir de 100 mg de
material fresco em solugdo de isopropanol:&cido acético (95:5) a qual foi adicionado 100 ng de
padrdo marcado de ABA ([°Hs]-ABA) e 250 ng de padrdo marcado de AIA ([“Ce]-AlA). Apds
agitacdo a 4°C por 2 horas, o sobrenadante foi seco em fluxo de N, gasoso até cerca de 20-50 pL.
Foi acrescentado 200 pL de H,O deionizada e o pH foi ajustado entre 2,5 e 3,5 com HCI 2N,

sendo em seguida adicionado 500 pL de acetato de etila, agitado por cerca de 1 min e o
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sobrenadante recolhido. A extracdo com acetato de etila foi repetida por mais duas vezes e entdo
0 sobrenadante foi seco sob N2 gasoso e ressuspendido em metanol.

Foi feita a metilagdo com 100 pL trimetil silil-diazometano durante 30 minutos e, em
seguida, as amostras foram secas em fluxo de N, gasoso, e entdo solubilizadas com 30 pL de
acetato de etila e analisadas em cromatografo a gas (CG) Hewlett-Packard modelo 6890 acoplado
a um espectdmetro de massa modelo 5973, com monitoramento seletivo de ions (CG-EM-MSI).
A coluna utilizada para as separagdes foi a HP-1701 (30 m, D.I. 0,25 mm, 0,50 um de espessura
do filme interno) tendo hélio como gés carreador, com fluxo de 4 mL/min.. A coluna foi mantida
a 150 °C por 3 minutos, seguida de rampa de temperatura de 5 °C/min até 210 °C e 15 °C/min até
260 °C. Foram monitorados os ions com relacdo massa/carga (m/z) em 130 e 189
(correspondentes ao AIA enddgeno) e 136 e 195 (correspondentes ao [*Cg]-AlA) e também os
ions com relacdo (m/z) 134, 162 e 190 (correspondentes ao ABA enddgeno) e 138, 166 e 194
(correspondentes ao [°Hg]-ABA). As concentracdes endégenas de AIA foram obtidas pela relacdo
entre as areas dos picos nos cromatogramas extraidos em m/z 130 e 136, aplicando os valores a
equacdo: Y=((Ci/Cf)-1)*X/R, na qual, Y corresponde a quantidade de AIA no tecido, Ci a
porcentagem inicial de m/z 136 relativa a m/z 130+136 (100%), Cf a porcentagem de m/z 136
relativa a m/z 130+136 encontrada no espectro, X a quantidade de AIA adicionado a amostra e R
a taxa da fracdo de AIA enddgeno que tem pico m/z 130 em relacdo a fracdo do padréo interno
que é substituido e tem pico a m/z 136, determinado empiricamente como 1,13. A concentragao
endogena de ABA foi obtida pela comparacdo entre as areas dos picos nos cromatogramas

extraidos em m/z 190 e 194, conforme descrito em Ludwig-Muller et al. (2008).
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3.4. EXTRACAO E ANALISE DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

3.4.1. EXTRACAO ENZIMATICA

As extracOes e a determinacédo das atividades das enzimas 1-SST, 1-FFT e 1-FEH foram
realizadas com base na metodologia descrita por Asega & Carvalho (2004), mantidas em baixa
temperatura durante todo o procedimento. Amostras de rizoforos previamente congeladas foram
pulverizadas em nitrogénio liquido, utilizando almofariz e pistilo, e homogeneizadas em tamp&o
citrato-fosfato (Mc llvaine) 50 mM, pH 5,5, contendo 2 mM de &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), 5 mM de acido ascorbico, 2 mM de B-mercaptoetanol e 10% de polivinil
polipirrolidona (PVPP), na proporcéo de 1:3 (p/v).

O homogeneizado foi mantido em repouso por 45 min e, em seguida, filtrado em tecido
de nailon duplo, mantido em repouso em camara fria por mais 1 hora e centrifugado por 20 min a
12.000 g a 5°C. O sobrenadante foi submetido a precipitacdo com sulfato de aménio a 20% de
saturacdo e mantido em repouso e em camara fria por 1 hora. Em seguida foi centrifugado por 20
min a 12.000 g a 5°C e o sobrenadante obtido foi submetido a precipitagdo com sulfato de
amonio a 80% de saturacéo e mantido em repouso e em camara fria por 1 hora.

Apbs centrifugacdo por 20 min a 17.000 g a 5°C, o precipitado, constituido
principalmente de proteinas, foi ressuspendido em 1 mL tampdo de extragdo e submetido a
dessalinizagdo em colunas de Bio Gel P-6 DG, equilibradas com o mesmo tampao.

O contetdo de proteina dos extratos enzimaticos dessalinizados foi determinado pelo

método de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino como padréo.
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3.4.2 ENSAIO ENZIMATICO

As misturas de incubagdo foram constituidas de extrato enzimatico e substratos na
proporcdo de 1:1 (v/v). Os substratos foram preparados em tampdo Mc llvaine 50 mM, pH 4,5
para a enzima 1-FEH e pH 5,5 para a 1-SST e 1-FFT. Os extratos foram incubados a 30°C,
utilizando-se substratos nas concentragdes finais de 200 mM de sacarose para a atividade de 1-
SST, 200 mM de 1-cestose para a atividade de 1-FFT e 5% de inulina de Vernonia herbacea para
a atividade de 1-FEH. O tempo de incubacdo foi de 1 h para as atividades da 1-SST e da 1-FEH e
2 h para a atividade da 1-FFT. Para a determinag&o das atividades da 1-SST, 1-FFT e 1-FEH, as
amostras das misturas de incubacdo foram diluidas em &gua deionizada e analisadas por
cromatografia de troca anibnica de alta resolucdo e detector de pulso amperométrico
(HPAEC/PAD) em sistema de cromatrografia Dionex modelo 1CS-3000, em coluna CarboPac
PA-1 (2 x 250 mM). A eluicdo dos carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da mistura do
eluente A (150 mM de hidréxido de sédio) e eluente B (500 mM de acetato de sédio em 150 mM
de hidréxido de s6dio) com a seguinte programacao: 0 - 2 min, 15 mM; 2,1 - 17 min, 185 mM,;
17,1 — 21 min, 500 mM; 21,1 — 30 min, 15 mM. Para a analise da atividade de 1-FEH, o
gradiente utilizado foi: 0-2 min, 25 mM; 2,1-8 min, 50 mM; 8,1-8,5 min, 75 mM; 8,6-10 min,
100 mM; 10,1-28 min, 450 mM; 28,1-30, 500 mM; 30,1-40, 25mM. Os potenciais aplicados ao
PAD para 0-0,4 s; 0,41-0,42 s; 0,43 s; 0,44-1 s foram 0,1; -2,0; 0,6; - 0,1, respectivamente e o
fluxo aplicado foi de 0,25 mL min™ (Oliveira et al. 2013). A quantificagdo dos produtos formados
foi feita utilizando-se padrBes externos e comparando-os as areas dos picos da 1-cestose, nistose e

frutose, para atividades da 1-SST, 1-FFT e 1-FEH respectivamente.



23
3.5. ANALISE DE CARBOIDRATOS SOLUVEIS

3.5.1. EXTRACAO E QUANTIFICAGCAO DE CARBOIDRATOS SOLUVEIS

Amostras congeladas dos segmentos proximais e distais de rizoforos foram liofilizadas e
pesadas para a determinacdo da massa de matéria seca. Destas, 500 mg foram submetidas a
extracdo de carboidratos conforme Carvalho et al. (1998), com modificacdes. As amostras foram
pulverizadas em almofariz, colocadas em etanol 80% e mantidas em banho-maria a 80 °C por 15
min, sendo entdo centrifugadas a 700 g por 15 min. Os precipitados foram re-extraidos em etanol
80% por duas vezes. Os sobrenadantes etandlicos foram reunidos e reservados. Os residuos finais
foram extraidos duas vezes em &gua a 60 °C por 30 min e filtrados a vacuo. Os sobrenadantes
etandlicos e os filtrados aquosos foram reunidos, filtrados em tecido de algoddo e concentrados
em evaporador rotatorio, para retirada do etanol, constituindo o extrato bruto. Parte deste foi
submetido a precipitacdo a frio com trés volumes de etanol, para separacdo das fracBes de fruto-
oligossacarideos (sobrenadante) e fruto-polissacarideos (precipitado) apés centrifugacdo a 2900 g
por 15 min a 5 °C. O sobrenadante, foi concentrado em evaporador rotatério, e o precipitado foi
ressuspendido e solubilizado em &gua. Os conteudos de frutose livre e combinada foram
determinados no extrato bruto e nas fracGes de fruto-oligossacarideos e fruto-polissacarideos,
separadamente, pelo método de antrona modificado para cetoses (Jermyn, 1956). Na fracdo de
fruto-oligossacarideos foi determinado também o contetdo de agucar redutor (Somogyi, 1945).

Em ambas as analises colorimétricas utilizou-se frutose como padrao.
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3.5.2. ANALISE QUALITATIVA DE CARBOIDRATOS SOLUVEIS PRESENTES NOS

EXTRATOS BRUTOS E NA FRACAO DE FRUTO-OLIGOSSACARIDEOS

Para a andlise qualitativa, amostras provenientes de trés replicatas dos extratos (fracdo
bruta e de fruto-oligossacarideos) de cada ponto amostral foram unidas e submetidas a
deionizacdo em colunas de troca idnica, contendo resinas nas formas cationicas (Dowex 50 WX8
- 100) e anidnicas (Dowex 1 X 8 -100) (Carvalho & Dietrich, 1993). Posteriormente, as amostras
neutralizadas foram analisadas por cromatografia de troca anidonica de alta resolugcdo com
detector de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em cromatografo Dionex modelo ICS-3000, em
coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mM). A eluicdo dos carboidratos foi feita utilizando-se a mesma

programacao descrita para analises dos produtos de incubacdo da 1-FEH (item 3.4.2.).

3.6. EXTRACAO DE RNA TOTAL E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Para a extracdo de RNA e analise da expressdo dos genes do metabolismo de frutanos,
foram selecionadas amostras da porc¢do distal e proximal dos riz6foros de duas plantas de cada
um dos 4 pontos de coleta escolhidos com base nos resultados das analises bioquimicas, B1, B3,
V1 e D, utilizando V1 como ponto comparativo (expresséo relativa).

O RNA total das regibes proximais e distais dos rizéforos, previamente congelados e
pulverizados em N, liquido, foi extraido utilizando-se o kit Rneasy Plant Mini (Qiagen), com
tampdo RLT e seguindo protocolo do fabricante. Os RNAs extraidos foram quantificados em
Nanofotdmetro (Implen) e submetidos a analise de eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo

TAE 1X a 2,8 V/cm para verificar a integridade do RNA obtido. Apenas amostras de RNA total



25
integro e com valor da razdo de absorbancia 2260/280 entre 1,8 e 2,0 foram selecionadas para
utilizacéo.

Posteriormente, 1 pg de RNA total foi tratado com DNAse I, RNAse-free (Thermo
Scientific), seguindo orientacdes do protocolo, visando eliminar a contaminacdo com DNA
gendmico. As amostras livres de DNA gendmico, foram diretamente utilizadas para a sintese de
cDNA com o kit RevertAid H Minus Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific), utilizando a
opcao de Random priming disponibilizada no kit e seguindo as orienta¢Ges do protocolo.

Para a obtencdo de primers especificos para analise da expressdo do gene que codifica a
enzima 1-FEH foi utilizada a sequéncia de cDNA de V. herbacea obtida por Asega et al (2008),
disponivel no NCBI (n° de acesso AM231149). Para o gene normalizador 18S (18S RNA
ribossomal) foram utilizados primers desenhados a partir de sequéncia de C. intybus (Maroufi et
al. 2010) (n° de acesso U42501). Para o gene que codifica a enzima 1-SST e para o0 normalizador
EF, foram utilizados primers especificos obtidos nas sequéncias parciais desses genes, isoladas
de V. herbacea (Trevisan 2014). Os primers foram desenhados com o auxilio do programa Primer
3 Plus (www.bioinformatics.nl) e analisados quanto ao teor de CG (%), TM (°C), formacdo de
grampos, homodimeros e heterodimeros, utilizando o programa Oligo Analizer
(www.idtdna.com). A especificidade dos primers selecionados (tabelas 1 e 2) foi verificada
utilizando a ferramenta BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Os primers selecionados estdo
representados na Tabela 2.

A anélise da curva de desnaturagdo dos fragmentos que confirma a presenca de um unico
amplicon utilizando estes pares de primers é apresentada no Anexo 2 (Figura 19).

Para teste da especificidade dos primers e qualidade do cDNA sintetizado, os diferentes
cDNAs foram misturados em quantidades equimolares e utilizados como molde para uma reagao

de PCR, visando verificar a presenga de uma Unica banda e o tamanho da mesma. A reacdo de
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PCR foi realizada a partir de 0,5 pL de cDNA, com o Gotag® Flexi DNA Polymerase
(Promega). As condicdes de ciclo foram: 2 min a 95°C; 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 55°C,
1 min a 72°C; e extensdo final por 2 min a 72°C. O resultado da amplificacdo foi analisado em gel
de agarose 1% em tampdo TAE 1X a 2,8 V/cm, confirmando a presenca de uma banda Unica para
cada par de primer.

A andlise da expressdo génica foi realizada pela técnica de PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR), utilizando-se o kit EXPRESS SYBR GreenER gPCR SuperMix (Invitrogen) em
um termociclador Mastercycler® ep realplex 2S (Eppendorf), de acordo com as instrugfes do
fabricante. O programa utilizado foi: 2 min a 50°C, 2 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15s 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.

A eficiéncia de amplificacdo dos pares de primers e as dilui¢cdes de trabalho foram obtidas
a partir de testes de diluigdo de um “pool” constituido por todas as amostras de cDNA (1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000) para os diferentes tecidos analisados (Tabela 2).

Para as analises foram selecionadas duas plantas, sendo os cDNAs de cada amostra
bioldgica sintetizados em duplicata, constituindo 6 repeti¢ces para cada regido dos rizéforos de
cada uma das duas plantas selecionadas. As reacdes de qPCR foram realizadas com triplicatas
técnicas. A diluicdo do cDNA selecionada para as reacfes de gRT-PCR foi a de 1/100 para 0s
dois genes (1-SST e 1-FEH I). As amostras da mesma regido do riz6foro de todas as coletas
foram processadas na mesma corrida, sendo amplificadas em paralelo com o gene de interesse € 0

gene normalizador.
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Tabela 2. Sequéncias e eficiéncias dos primers desenhados para utilizacdo em experimentos de qRT-PCR com Vernonia herbacea (Trevisan

2014).
A - Fragmento Temperaturade  Eficiéncia x Origem da
Gene Sequéncia do primer (gpb) Meplting (C) (%) R? Equacéo da reta seq%éncia
F 5’-GGCGGATGTTACAATCTCGT-3’ =
1-FEH 199 60 998  o0ggo1 Y7 3326x+ Asega et
R 5’-GTTTTGGAACACCCGAAAGA-3’ 60 28.732 al., 2008
F 5’-CATGCTCTACACTGGCAACG-3’ =- i
1-SST 102 62 934 0.9987 y =-3.4896x + Trevisan,
R 5’-TAGATGGGTCCCGAAAATCC-3’ 59 29.073 2014
F 5-GCTCCTGGACATCGTGACTT-3’ i
EF 163 61 85,4 00926 y=-373x+2208  |lcvisan,
R 5’-GACCCCAAGAGTGAAAGCAA -3° 60 2014
F 5’-GGCGACGCATCATTCAAAT-3’ =- i
18S 163 60 988 0.9968 y =-3.35x + Maroufi et
RNA R 5’-TCCGGAATCGAACCCTAAT-3’ 10.115 al., 2010

60
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Os dados de CT de cada amostra, ou seja, o ciclo de amplificacdo onde o acimulo de
fluorescéncia na amostra atinge a linha de deteccdo arbitréria (threshold) foram obtidos, e os
resultados foram coletados durante a fase exponencial da reagdo, momento no qual a emisséo de
fluorescéncia é proporcional ao numero inicial de cdpias do produto amplificado, ou
concentracdo da amostra. Apds a quantificacdo, a especificidade da reacdo foi avaliada atraves da
curva de dissociacdo para verificar a qualidade do produto amplificado, sendo utilizados somente
primers cujos produtos amplificados mostraram um Gnico pico, claro e bem definido. 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 anélise da estabilidade de

expresséo foi realizada com o programa BestKeeper (Pfaffl, 2004).

3.7. ANALISE DOS DADOS

Para andlise dos dados foram realizadas correlacBes entre as médias de temperatura
maxima e minima, precipitacdo média e acumulada durante os 7 dias anteriores as coletas, e 0s
parametros fisioldgicos e bioquimicos avaliados. Os valores foram calculados utilizando
correlagéo simples de Pearson e foram selecionadas correlagfes com r a partir de 0,6. O teste de
significancia para as correlagGes foi o Teste "t" de Student em nivel de 5% de probabilidade.

Foi também realizada uma analise multivariada e confeccionado um gréafico de PCA,
utilizando o programa PC-ORDSG6, avaliando as variaveis climaticas, bioguimicas e fisioldgicas
em relagdo aos pontos de coleta. Para isto, os dados obtidos foram transformados em escala

logaritmica.
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Para comparacdo dos dados quantitativos de carboidratos soluveis, atividades enzimaticas,

niveis de reguladores hormonais e teor de agua nas plantas e no solo foi realizada uma analise de
variancia de um fator utilizando-se o programa SISVAR 4.2, e aplicando-se o teste de Tukey com
5% de significancia, comparando-se ao longo do periodo amostral cada segmento dos rizéforos
(proximal e distal), parte aérea e teor de agua no solo. Dados de ambos os segmentos dos

riz6foros também foram comparados entre si em cada ponto de coleta.

4. RESULTADOS

4.1. CONDICOES CLIMATICAS NO PERIODO

Durante o periodo de amostragem das plantas, os meses com maior indice de precipitacdo
foram aqueles correspondentes ao verdo, dezembro de 2012 e janeiro de 2013, com 16 e 6mm de
precipitacdo média, respectivamente. Os meses de outono e inverno (junho, julho, agosto e
setembro) foram os mais secos, especialmente em 2012, sendo a precipitacdo média mais elevada
em junho, 2,3 mm, e a mais baixa, proxima de 0 mm, em agosto de 2012. A amplitude térmica
ndo variou na representacdo média mensal, sendo 0s meses mais quentes 0s correspondentes ao
periodo de primavera e verdo (de outubro de 2012 a marc¢o de 2013), variando entre 23°C e 25°C,
e 0s meses de outono e inverno os mais frios, com temperaturas médias entre 15°C e 21°C (Figura
6A).

Para avaliar as condi¢fes climaticas em periodos mais proximos as datas de coleta e
assim, considerar alteracfes que possam ser associadas as respostas fisiologicas e bioquimicas
das plantas, foram analisados os dados climaticos dos 7 dias que antecederam cada coleta,

incluindo a soma de toda a precipitacdo ocorrida no periodo (precipitacdo acumulada) (Figura
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6B). As coletas realizadas na fase de brotagdo, correspondente ao final do inverno, foram
precedidas de valores préximos a 0Omm de precipitacdo e nas de outono, que sinalizam o periodo
de pré-dorméncia das plantas de V. herbacea, houve pouca precipitacdo, atingindo um valor
maximo de aproximadamente 19mm acumulados, especialmente se comparada a coleta de veréo,
em V1, no qual a precipitagdo acumulada atingiu 236 mm. No periodo de 7 dias aque antecedeu
as coletas, as amplitudes térmicas foram mais acentuadas, sendo que as coletas de brotacéo,
apresentaram as maiores amplitudes, variando em até 2,5°C aproximadamente, entre a maxima e
a minima. Nos demais pontos a variacdo maxima foi de aproximadamente 1°C entre as medias

mensais.
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Figura 6. Precipitacdo média mensal (Pm) e temperatura média (Tm) maxima (Tmax) e minima
(Tmin) no periodo de analise, de maio de 2012 a julho de 2013 (A). Precipitacdo média (Pm) e
acumulada (Pa) e temperatura média (Tm) maxima (Tmax) e minima (Tmin) 7 dias antes da
realizacdo das coletas em campo de plantas adultas de Vernonia herbacea (B) na regido proxima
a Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, SP.
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4.2. STATUS HIDRICO DO SOLO E DAS PLANTAS NAS DIFERENTES FASES DE

DESENVOLVIMENTO

A figura 7 mostra as varia¢Oes no teor de umidade do solo e status hidrico das plantas nas
diferentes fases da planta. Dentre as coletas realizadas, o0 menor percentual de a4gua no solo foi
verificado na brotagdo, em B2, com 8,3%, e o maior em V1, com 18,5%. Nos demais pontos de
amostragem os valores foram intermediarios e variaram entre 12, 3 e 14,3% (Figura 7A).

A parte aérea das plantas, ndo apresentou variagdes significativas no teor de agua,
permanecendo entre 85 e 88%, exceto as plantas de PD1, que apresentaram 53%. Em B1, as
plantas em inicio de brotacdo apresentavam apenas pequenos brotos, impossibilitando sua coleta
e em D, ndo foram encontradas plantas com ramos aéreos (Figura 7B). Nos rizoforos, o teor de
agua, em geral, variou de 77 a 86%, permanecendo mais elevado na regido proximal na maior
parte dos pontos amostrados, especialmente em PD1, B1 e D, com diferencas significativas entre
0s segmentos proximal e distal. Em B3, os rizéforos distais apresentaram teor de &gua
significativamente mais alto em relacdo as demais coletas e também em relacdo aos riz6foros
proximais do mesmo ponto amostral (Figura 7D). Quanto ao potencial hidrico dos rizoforos, os
valores mais elevados, proximos de -0,6 MPa, foram identificados em PD1 e 0s mais baixos,
proximos de -1 MPa, em B1, B3 e V2, ndo havendo diferencas significativas entre as regides

proximais e distais, exceto em B3.
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Figura 7. Teor de umidade do solo (A), teor de 4gua da parte aérea (B), potencial hidrico (C) e
teor de agua (D) dos segmentos proximais e distais de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea
coletadas em area de Cerrado, na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi-Guagu, SP
em diferentes fases de desenvolvimento. As barras representam o erro padrdo (n=4). Letras
minusculas comparam cada segmento ao longo do tempo e * compara 0s segmento (proximais e

distais) dentro de cada ponto de coleta (p<0,05). (# dados ndo amostrados).

4.3. NIiVEIS ENDOGENOS DE ACIDO ABSCISICO E ACIDO INDOL-3-ACETICO EM PLANTAS

DE VERNONIA HERBACEA EM DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO

O contetido de ABA na parte aérea das plantas apresentou um aumento gradual a partir de
B2, até V2, atingindo 141 ng gMF™. B1 e D foram periodos ndo amostrados devido & auséncia de
parte aérea. A fase PD1, que precede a entrada em dorméncia, apresentou 0os menores teores de

ABA endogeno (Figura 8A). O teor de AIA livre na parte aérea foi mais elevado no segundo
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ponto de brotacdo (B2) com 28 ng gMF™ e em seguida apresentou uma tendéncia & diminuicéo
até a fase vegetativa (V2) (Figura 8B).

Nos rizoforos, ndo houve variacdo no teor de ABA entre 0s segmentos proximais e
distais, exceto em D em que o segmento distal apresentou teor mais elevado do que o proximal.
Os niveis mais altos foram observados em V2, atingindo cerca de 600 ng gMF™ na porcéo
proximal. Por outro lado, nos periodos de brotacdo B1 e B2, os niveis foram proximos de zero em
ambos os segmentos (Figura 8C).

Quanto ao teor enddgeno de AIA nos rizéforos, assim como o teor de ABA, apresentou
pouca variacao entre 0s segmentos, exceto em B3, com o teor médio mais elevado, cerca de 26
ng gMF™ na regido proximal e 20 ng gMF™ na regido distal. Diferentemente do observado para a
parte aérea das plantas que apresentou o teor de AIA mais elevado, em B2, nos rizéforos, foi

identificado o nivel minimo de AIA, 4,6 ng gMF™ na regido distal (Figura 8D).
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Figura 8. Teor de ABA (A) e de AIA (B) na parte aérea e teor de ABA (C) e de AIA (D) em
segmentos proximais e distais de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea coletadas em &rea de
Cerrado, na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacgu, SP em diferentes fases
de desenvolvimento. As barras representam o erro padrdo (n=3). Letras minusculas comparam
cada segmento ao longo do tempo e * compara 0s segmentos (proximais e distais) dentro de cada

ponto de coleta (p<0,05). (# dados ndo amostrados).

44. ANALISES DO TEOR DE FRUTANOS EM RIZOFOROS DE VERNONIA HERBACEA EM

DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO

Nos extratos brutos, os contetidos de frutose total nos segmentos proximais dos rizoforos
ndo apresentaram variacdes significativas entre as diferentes fases, enquanto nos segmentos
distais, os conteudos foram inferiores dos demais apenas em B3 e D. A comparagéo entre os dois
segmentos em cada fase analisada mostrou diferenca significativa apenas em V1 e D, sendo mais

elevado o teor no distal em V1 e no proximal em D (Figura 9A). O conteudo de fruto-
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polissacarideos, ndo variou significativamente nos segmentos proximais nas diferentes fases.
Entre os distais foi observada diferenca significativa apenas entre a fase de brotagéo B3 e D.
Nesta ultima fase, a regido distal apresentou teor significativamente mais elevado em relagéo a
proximal, mas nas demais fases, ndo foram encontradas diferencas entre as duas regides do
riz6foro (Figura 9B).

O teor de fruto-oligossacarideos ndo apresentou diferencas significativas entre as regides
em nenhuma das fases, mas sim entre as fases analisadas. Destas, 0s 3 pontos de coleta na fase de
brotagdo apresentaram os valores mais baixos em relacdo as demais fases (Figura 9D). Com
relacdo aos agucares redutores, verificou-se uma tendéncia de diminuicdo desde a pré-dorméncia
(PD1) até o segundo ponto de brotacdo (B2), embora sem haver diferenca significativa. Em B3,
os valores mais elevados de todo o periodo foram detectados em ambas as regides dos rizéforos,
valores que diminuiram a partir desta até a fase de dorméncia (D), sem haver, no entanto,
diferencas significativas entre os riz6foros proximais (Figura 9C).

Os perfis cromatograficos dos fruto-oligossacarideos, da sacarose e das hexoses glucose e
frutose obtidos por HPAEC/PAD mostram que durante a brotacdo é notadvel o aumento da
proporcdo das hexoses e sacarose em relacdo aos fruto-oligossacarideos de inulina e consistente
com a diminuicdo do GP das cadeias de frutanos, especialmente na fase mais avancada da
brotacdo (B3) (Figura 11). Na regido distal dos rizéforos esse perfil foi detectado mais claramente
apenas na fase final de brotacdo (B3), embora a diminuicdo do GP tenha sido detectada nas 3

fases da brotacdo analisadas (Figura 13).
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Figura 9. Teor de frutose total nos extratos brutos (A), na fracdo de fruto-polissacarideos (B), e

de fruto-oligossacarideos (C) e teor de acucares redutores (D) nos segmentos proximais e distais

dos rizéforos de plantas de Vernonia herbacea coletadas em &rea de Cerrado, na Reserva

Bioldgica e Estagcdo Experimental de Mogi-Guacu, SP em diferentes fases de desenvolvimento.

As barras representam o erro padrao (n=4). Letras minasculas comparam cada segmento ao longo

do tempo e * compara 0s segmentos (proximais e distais) dentro de cada ponto de coleta

(p<0,05).
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Figura 10. Perfil cromatografico por HPAEC/PAD de carboidratos sollveis do extrato bruto dos
segmentos proximais de rizoforos de Vernonia herbacea coletadas em area de Cerrado, na
Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, SP em diferentes fases de
desenvolvimento. (n=3). G — glicose, F - frutose, S - sacarose, 1C - 1-cestose, N - nistose e >4 -
sequéncia de frutanos com grau de polimerizacdo maior que 4). Legendas das fases de

desenvolvimento conforme Tabela 01.
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Figura 11. Perfil cromatografico por HPAEC/PAD de carboidratos soluveis da fragdo de fruto-
oligossacarideos dos segmentos proximais de riz6foros de Vernonia herbacea coletadas em area
de Cerrado, na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, SP em diferentes
fases de desenvolvimento. (n=3). G — glicose, F - frutose, S - sacarose, 1C - 1-cestose, N - nistose
e >4 - sequéncia de frutanos com grau de polimerizacdo maior que 4). Legendas das fases de
desenvolvimento conforme Tabela 01.
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Figura 12. Perfil cromatografico por HPAEC/PAD de carboidratos sollveis do extrato bruto dos
segmentos distais de rizoforos de Vernonia herbacea coletadas em area de Cerrado, na Reserva
Biologica e Estagdo Experimental de Mogi-Guagu, SP em diferentes fases de desenvolvimento.
(n=3). G — glicose, F - frutose, S - sacarose, 1C - 1-cestose, N - nistose e >4 - sequéncia de
frutanos com grau de polimerizacdo maior que 4). Legendas das fases de desenvolvimento
conforme Tabela 01.
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Figura 13. Perfil cromatografico por HPAEC/PAD de carboidratos sollveis da fracdo de fruto-
oligossacarideos dos segmentos distais de rizoéforos de Vernonia herbacea coletadas em area de
Cerrado, na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu, SP em diferentes fases
de desenvolvimento. (n=3). G — glicose, F - frutose, S - sacarose, 1C - 1-cestose, N - nistose e >4
- sequéncia de frutanos com grau de polimerizacdo maior que 4). Legendas das fases de

desenvolvimento conforme Tabela 01.

A razdo fruto-oligo:fruto-polissacarideos apresentada na figura 14, mostra a reducdo na
proporcdo de fruto-oligossacarideos nos 3 periodos de brotacdo em relagdo aos fruto-
polissacarideos e um aumento acentuado dos carboidratos de menor grau de polimerizacdo na
regido proximal em D devido a diminuicdo dos fruto-polissacarideos neste ponto. No periodo B2,
a proporcao de fruto-polissacarideos foi consideravelmente maior nos rizéforos, especialmente na

regido distal.
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Figura 14. Razéo fruto-oligo:fruto-polisscarideos dos segmentos proximais e distais de rizéforos
de plantas de Vernonia herbacea coletadas em area de Cerrado, na Reserva Bioldgica e Estacao

Experimental de Mogi-Guacu, SP em diferentes fases de desenvolvimento.

4.5. ANALISE DAS ATIVIDADES DAS ENZIMAS 1-SST, 1-FFT E 1-FEH NAS DIFERENTES

FASES FENOLOGICAS DE VERNONIA HERBACEA

A atividade da 1-FEH foi mais elevada nas porcdes proximais dos rizoforos em
praticamente todos os pontos de coleta, havendo diferencas significativas nos pontos B1, V1 e
V2. Foi observado também, um aumento significativo da atividade desta enzima durante a
brotacdo (Figura 15A). Com perfil contrério & 1-FEH, a enzima 1-SST apresentou sua menor
atividade durante a brotacdo, sendo nas porgdes distais dos periodos PD1 e, significativamente,
em V1 a sua maior taxa de atividade (Figura 15B).

A 1-FFT permaneceu ativa durante todas as fases fenoldgicas, sendo sua atividade mais
representativa entre as fases PD1 e B2. Em B1, a enzima apresentou atividade significativamente
mais alta na porcao distal, sendo este o Unico em que a atividade diferiu significativamente entre

os dois segmentos dos rizoforos (Figura 15C).
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Figura 15. Atividade enzimatica da 1-frutano-exohidrolase (1-FEH) (A), atividade enzimaética da
1-sacarose:sacarose frutosiltransferase (1-SST) (B) e atividade enzimética da 1-frutano:frutano
frutosiltransferase (1-FFT) (C) em rizoforos dos segmentos proximais e distais de plantas de
Vernonia herbacea coletadas em &rea de Cerrado, na Reserva Biologica e Estacdo Experimental
de Mogi-Guagu, SP em diferentes fases de desenvolvimento. As barras representam o erro padrdo
(n=3). Letras minusculas comparam cada segmento ao longo do tempo e * compara 0s segmentos

(proximais e distais) dentro de cada ponto de coleta (p<0,05).
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4.6. EXPRESSAO GENICA DO METABOLISMO DE FRUTANOS EM DIFERENTES FASES DO

DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS DE VERNONIA HERBACEA

O perfil de expressdo do gene 1-FEH I foi semelhante quando normalizado com os dois
genes constitutivos. A expressdo mais elevada foi observada na brotacéo, especialmente em B3,
quando comparada com a expressdo no periodo vegetativo (V1) nos segmentos proximais
(Figuras 16A e 16B) e distais dos rizéforos (Figura 16C e 16D). No periodo B1, foi observada
uma inibicdo nos segmentos distais da expressdo do gene 1-FEH | em relacdo ao periodo V1
(Figura 16C e D).

Quanto a expressao do gene 1-SST, os pontos, B1, B3 e D, apresentaram inibicdo da
expressao em relacdo ao periodo vegetativo. Os perfis de expressdo relativa foram bastante

similares quando normalizados com os genes 18S e EF (Figura 17).
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Figura 16. Expressdo relativa do gene 1-FEH | nos segmentos proximais (A e B) e distais (C e
D) dos rizéforos utilizando os genes 18S (A e C) e EF (B e D) e o estagio V1 como referéncia
em plantas de Vernonia herbacea coletadas em &rea de Cerrado, na Reserva Biologica e Estacéo
Experimental de Mogi-Guagu, SP em diferentes fases de desenvolvimento. As barras representam

0 erro padrdo (n=4).
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Figura 17. Expresséo relativa do gene 1-SST nos segmentos proximais (A e B) e distais (C e D)
dos rizoforos utilizando os genes 18S (A e C) e EF (B e D) e o estagio V1 referéncia em plantas
de Vernonia herbacea coletadas em area de Cerrado, na Reserva Biologica e Estacdo
Experimental de Mogi-Guagu, SP em diferentes fases de desenvolvimento. As barras representam

0 erro padrdo (n=4).

47. ANALISE ESTATISTICA

As andlises de correlacdo obtidas encontram-se nas tabelas do Anexo 1 (Tabelas 3 e 4) e
estardo apresentadas a seguir, na Discussao.

A andlise multivariada em PCA apresentada na Figura 18, abrange cerca de 81% dos
dados obtidos neste trabalho, sendo 51,4% englobados no eixo 1 e 29,5% no eixo 2. Na analise, é
notadvel a pouca diferenca entre 0s segmentos dos rizoforos, j& que 0s scores mantiveram se
préximos entre 0s dois segmentos. As variaveis teor de ABA, teor de AlA e teor de agua na parte
aérea foram as mais representativas nos pontos vegetativos de andlise (V1 e V2) e também no

ultimo ponto da brotagdo analisado (B3), bem como a temperatura méxima e o teor de aglcares
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redutores, sendo estes ainda mais préximos de B3. A atividade da enzima 1-SST também foi
representativa nestes pontos de coleta, envolvendo também o ponto PD1.

Ja a atividade das enzimas 1-FEH e 1-FFT e teor de agua nos rizoforos tiveram maior
representatividade em B1 e D, com uma discreta associa¢do também para B2.

Os vetores de maior representatividade no eixo 2 foram o teor de fruto-oligossacarideos,
teor de ABA e de AIA nos rizéforos e a precipitagdo acumulada, associando-se principalmente ao
ponto de D e aos periodos vegetativos, com discreta relagdo com PD1.

A variavel poténcial hidrico dos rizéforos foi pouco representativa nesta analise.
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Figura 18. Analise multivariada em PCA das varidveis temperatura maxima (Tmax) e
precipitacdo acumulada (Pac), potencial hidrico (PoRz) dos riz6foros, teor de agua na parte aérea
(UPA) e nos rizoforos (URz), teor de ABA e de AIA nos rizoforos (ABA Rz e AIA Rz,
respectivamente) e na parte aérea (ABA PA e AIA PA), teor de fruto-oligossacarideos (Oligo),
acucares redutores (Redutor) e atividade das enzimas FFT, SST e FEH em plantas de Vernonia
herbacea coletadas em &rea de Cerrado, na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi-
Guacu, SP em diferentes fases de desenvolvimento. (p < 0,001 para ambos 0s eixos)
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5. DISCUSSAO

Conforme discutido por Vuono et al. (1986) a distribuicdo das chuvas ao longo do ano é
um dos fatores limitantes ao desenvolvimento da vegetacdo do Cerrado. Os resultados
apresentados na Figura 6A, mostram que, conforme caracteristica sazonal do bioma (Coutinho,
2002), as estagdes de outono e inverno nas quais foram realizadas coletas para o presente trabalho
(maio a setembro/2012 e abril a julho/2013) apresentaram baixa precipitacdo e temperaturas
médias entre 15 e 21°C, enquanto na primavera e verdao (outubro/2012 a mar¢o/2013) houve alta
pluviosidade e temperaturas médias mais elevadas, entre 23 e 25°C.

A Figura 6B, que apresenta as variacGes climaticas nos sete dias que precederam o0s
pontos amostrais, mostra a auséncia de chuvas durante os periodos de brotacdo, que certamente
sdo responsaveis pelos menores teores de umidade do solo entre B2 e B3 (Figura 7A). Resultado
contrario é observado em V1, que foi precedido por alta pluviosidade (em dezembro/2012) e
aumento da temperatura e por isso, apresentou o maior teor de umidade no solo. Em V2, a
diminuigdo na precipitacdo e a diminui¢cdo da temperatura, que indicam a entrada do outono,
propiciaram uma reducdo do teor de dgua no solo.

As variagcOes no teor de dgua da parte aérea (Figura 7B) e dos rizoforos (Figura 7D) e do
potencial hidrico dos rizéforos (Figura 7C), ndo parecem estar associadas diretamente as
variacOes de precipitacdo, ja que ndo foram observadas diferencas significativas, em nenhum
destes parametros, entre V1 e D, nos quais houve maior pluviosidade sete dias antes das coletas, e
entre B1 e B2, quando ndo houve incidéncia de chuva.

Os percentuais de agua da parte aérea e dos rizoforos em plantas de V. herbacea
submetidas a suspensdo de rega, em trabalho de Garcia et al (2011), foram consideravelmente
mais baixos, sendo os teores de &gua da parte aérea e dos rizéforos das plantas controle

semelhantes aos obtidos no presente trabalho. Isso se explica pelo fato das plantas avaliadas por
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Garcia et al. (2011) terem sido cultivadas em vaso, em casa de vegetacdo. Desta forma, um
periodo relativamente curto sem fornecimento de &gua (25 dias), gera uma imposicao de déficit
bastante clara (potencial hidrico do solo em torno de -5 MPa), o que ndo foi observado em
condigdes de campo, mesmo em periodos com baixa precipitacao.

Ainda em plantas de V. herbacea submetidas a suspenséo de rega em condic¢des de casa
de vegetacdo, os valores de potencial hidrico dos rizéforos foram inferiores aos observados em
plantas de campo, atingindo valores de -2 a -6 MPa entre 10 e 25 dias de suspenséo e sendo que
as plantas controle apresentaram potenciais proximos de -1 MPa (Garcia, 2009). Em outro
trabalho que avalia o efeito associado da suspensdo de rega a elevacdo da concentracdo de CO,
atmosférico, realizado por Oliveira (2012), as plantas controle apresentaram valores de potencial
hidrico dos rizoforos inferiores a -1 MPa. Plantas de Dactylis glomerata e de Lolium perenne,
também acumuladoras de frutanos, apresentaram potenciais osmoticos abaixo de -2 MPa apds 20
dias sem rega e valores proximos de -1 MPa quando regadas (Volaire et al., 1998).

O potencial hidrico dos rizéforos de plantas de campo, com valores proximos de -1 MPa,
reforcam, portanto, a hipotese de que as plantas de V. herbacea ndo enfrentaram situacdes de
déficit hidrico em campo ao longo de seu ciclo fenolégico no periodo analisado, e que outros
fatores ambientais podem ser os responsaveis pela regulacdo dos periodos de dorméncia e
brotacdo.

Em trabalho realizado com plantas de Gomphrena marginata, que também acumulam
frutanos, Silva et al. (2013) monitoraram as variacdes mensais nas condi¢@es climéaticas e no
status hidrico do solo e alteragdes no pontencial hidrico e teor de 4gua nos 6rgaos subterraneos ao
longo de um ano. Poucas variagfes no status hidrico das plantas de G. marginata foram
identificadas, mesmo em periodos de baixa precipitacdo e baixo teor de umidade no solo,

sugerindo que esta planta possui estratégias, para manter sua integridade mesmo na estacéo seca,
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como por exemplo, a mobilizacdo dos frutanos de menor GP acumulados observada nos 6rgéos
subterraneos.

De modo geral, ao analisar os dados da Figura 7, nota-se que apesar da variacdo da
distribuicdo das chuvas entre as estacfes, h& poucas variagdes significativas no teor da umidade
do solo e no status hidrico das plantas. Considerando a curva de retencdo da agua no solo (Figura
5), que mostra que as maiores profundidades do solo retém cerca de 20% de agua, € possivel
sugerir que um conteudo basal de agua, associado as caracteristicas fisioldgicas da espécie,
impedem que as plantas de V. herbacea sejam submetidas a uma situacdo de déficit hidrico em
campo.

Garcia et al. (2011) verificaram a mobilizacdo de fruto-polissacarideos e aumento de
frutanos de menor peso molecular em V. herbacea para manutencdo do equilibrio osmoético em
plantas submetidas a suspensdo de rega. Conforme verificado no presente trabalho, apesar dos
teores de aclcares redutores (Figura 9C) correlacionarem-se positivamente com o potencial
hidrico dos riz6foros (r=0,6, p<0,05), as plantas de V. herbacea ndo enfrentaram uma condi¢édo
de déficit hidrico em campo, sendo o papel da mobilizacdo dos frutanos mais relevante para a
producdo de energia, emissao de novos ramos aéreos e, finalmente, inicio de um novo periodo de
crescimento vegetativo.

As variacOes de temperatura ao longo do ano (Figura 6A) estdo associadas aos niveis
enddgenos de ABA na parte aérea (Figura 8A), havendo uma correlacéo positiva entre estes dois
parametros (r=0,76, p<0,05). Neste caso, por regular o fechamento estomatico, o aumento da
concentracdo de ABA na parte aérea pode ter ocorrido a fim de diminuir a perda de agua por
transpiracdo, mantendo assim a integridade do status hidrico das plantas, hipotese fortalecida pela

correlacdo positiva entre temperatura e teor de 4gua na parte aérea (r=0,78, p<0,05).
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Por outro lado, Bravo et al. (1998) relataram o aumento dos niveis endégenos de ABA em
trés variedades de cevada submetidas a baixas temperaturas e Dierking & Kallenbach (2012)
observaram que plantas de Lolium arundinaceum também submetidas & baixas temperaturas
apresentaram aumento consistente dos teores endogenos de ABA associado a um aumento do teor
de sacarose e frutanos na parte aérea.

Em V. herbacea, embora o teor de frutanos tenha sido similar nos diferentes estagios
analisados, o estagio V2 foi o que apresentou o teor mais elevado de ABA tanto nos rizéforos
como na parte aérea. Contudo, nos perfis cromatograficos dos extratos brutos dos segmentos
proximais dos rizéforos (Figura 10) observou-se um aumento dos niveis de sacarose iniciado em
V2 e que continuou até D, acompanhado da diminuicdo da temperatura do ambiente em relacdo
ao més anterior a este estagio (Figura 6A), e também uma correlacdo positiva entre 0s niveis de
ABA nos rizoforos e de fruto-oligossacarideos na por¢do proximal dos riz6foros (r=0,62).

Suérez-Gonzalez et al. (2014) observaram que plantas in vitro de Agave tequilana e
Agave inaequidens apresentaram maiores teores de fruto-oligossacarideos quando tratadas com
diferentes concentraces de ABA no meio (10 e 50uM) em relacdo as plantas controle.
Considerando que em V2 os niveis enddgenos de ABA nos rizéforos e parte aérea foram
significativamente mais elevados (Figura 8C), pode-se sugerir que este aumento de ABA neste
estagio do desenvolvimento, possivelmente desencadeado pela diminuigdo de temperatura, tenha
proporcionado o aumento do teor de fruto-oligossacarideos identificados em D.

Gusta et al. (2005), sugeriram uma relacdo entre as vias de sinalizacdo enddgenas
reguladas por agucares e por ABA. Segundo eles, alteracbes nos niveis enddgenos de ABA
podem mediar aspectos da sinalizacdo de carboidratos. Os autores ressaltam a relacdo entre o

aumento de ABA e a regulacdo dos teores de agucares que atuam como crioprotetores e
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mencionam trabalhos nos quais altas concentracOes de glicose e/ou sacarose sdo associadas a
altas concentragOes de ABA, assim como observado no presente trabalho.

Durante o periodo de brotagdo, os niveis de ABA mantiveram-se proximos de zero nos
rizoforos (Figura 8C). Considerando que este € um hormdnio associado a dorméncia nas plantas,
seu baixo teor neste estagio era esperado, permitindo assim a quebra de dorméncia das gemas e a
consequente brotacdo de ramos aéreos e atividade de mobilizacdo de reservas pela enzima 1-FEH
(Figura 15A). Resultados similares foram observados na brotacdo de plantas de Allium cepa
submetidas a diferentes condi¢des de armazenamento (Chope et al., 2006).

Foi no periodo de brotacdo, quando os tecidos de parte aérea iniciam seu desenvolvimento
para um novo estagio vegetativo, que o teor enddgeno de AIA livre na parte aérea (Figura 8B) foi
mais elevado, especialmente em B2, resultado consistente com a fase de crescimento e
alongamento celular dos ramos aéreos jovens. O teor de AlA livre na parte aérea correlacionou-se
positivamente com o teor de fruto-polissacarideos nas regides distais dos rizéforos (r=0,7,
p<0,05), provavelmente associado ao aumento de sintese de frutanos apds o estabelecimento da
parte aérea no periodo de brotacdo, em V1 (Figura 9B). Essa relacdo das auxinas na regulacao do
metabolismo de frutanos também foi identificada em calos de Viguera discolor, nos quais 0s
acidos 1-naftalenoacético e 2,4 diclorofenoxiacético promoveram a sintese de frutanos (ltaya et
al. 2005) e em plantas de A. tequilana que apresentaram aumento do teor de frutanos quando
tratadas com &cido 1-naftalenoacético in vitro (Barreto et al. 2010).

Em duas variedades de arroz, uma resistente ao estresse salino e outra ndo, o tratamento
com AIA exogeno promoveu consideravel aumento no teor de carboidratos sollveis totais
(sacarose, glicose e frutose) além de contribuir para 0 aumento da massa dos grdos (Javid et al.,

2001). Juntamente com o aumento do teor enddgeno de AIA livre nos rizéforos, no periodo final
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da brotacdo, em B3, foi observado aumento do teor de fruto-oligossacarideos, havendo uma
correlacdo positiva com o teor de AlA nos segmentos distais dos rizoforos (r=0,73, p<0,05).

A diminuicdo no teor de fruto-oligossacarideos (Figura 9D) nos rizoforos no periodo de
brotacdo, evidencia a mobilizacdo destes para a producdo de energia € emissao de novos ramos
aéreos, conforme ja mencionado. Neste caso, o baixo teor de aglcares redutores em Bl e B2
sugere que estes acucares sdo metabolizados rapidamente nesta fase, diferentemente do
observado no final da brotacéo, a partir de B3, quando a parte aérea ja estava bem estabelecida e
o teor de agucares redutores em ambos 0s segmentos dos rizéforos foi mais elevado.

Portes & Carvalho (2006) e Asega et al. (2011), trabalhando com V. herbacea, relataram
que a enzima de hidrdlise de frutanos (1-FEH) possui maior afinidade por cadeias mais curtas.
Sendo assim, a maior atividade desta enzima (Figura 15A) nos periodos de brotacdo explica a
diminuicdo de fruto-oligossacarideos (Figura 9D) e as poucas modificacbes nos teores de fruto-
polissacarideos nestes periodos (Figura 9B), o que pode ser observado também na razdo fruto-
oligo:fruto-polissacarideos (Figura 14). Além disso, durante a brotacdo, a atividade da 1-FEH é
mais elevada do que a da enzima de sintese (1-SST) e predominante nos segmentos proximais
dos rizéforos, em relagdo aos segmentos distais, que por sua vez, sdo 0S que apresentam maior
atividade da 1-SST, predominantemente nas fases de crescimento vegetativo intenso, apds a
brotacdo (Figura 15B). Estes dados corroboram os obtidos por Portes et al. (2008) com plantas de
V. herbacea cultivadas em vaso e cuja brotacdo foi induzida por exciséo da parte aérea.

A atividade das enzimas do metabolismo de frutanos é influenciada por niveis enddgenos
de carboidratos (Farrar, 1996). Altas concentragbes de sacarose promovem a biossintese,
aumentando a capacidade do érgdo dreno de atrair e acumular fotoassimilados (Pollock & Cairns,
1991). J& a mobilizacdo dos frutanos ocorre quando ha um aumento da demanda por compostos

de carbono para o crescimento da planta ou para permitir ajustes metabdlicos em situagGes de
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estresses. Assim, no presente trabalho, o0 aumento da atividade e da expressao do gene Vh1-FEH I
foi observado durante a brotacdo de Orgdos aéreos no ciclo anual de desenvolvimento,
confirmando resultados anteriores de Portes & Carvalho (2006) ou ainda, durante a rebrota de
plantas desfolhadas, conforme relatado em Asega & Carvalho (2004) e Portes et al. (2008).
Verificou-se ainda, que o aumento da atividade da 1-FEH foi acompanhado do aumento da
expressdo do gene. Baixas temperaturas também podem induzir a atividade da enzima e
expressao do gene 1-FEH I (Van den Ende & Van Laere 1996; Portes et al., 2008; Asega et al.
2011) visando a diminui¢cdo do tamanho médio das cadeias de frutanos, e desta forma, o ajuste
osmoético nas células, promovendo a tolerancia das plantas ao frio. A diminuicdo da temperatura
durante a dorméncia nos meses de junho e julho de 2012 (Figura 6A), pode ter sido um fator
indutor da expressao e atividade da 1-FEH, detectada no inicio da brotacéo (Figura 15A).
Asega & Carvalho (2004) relataram que ap6s a desfolhagdo, o aumento da atividade da 1-
FEH e consequente mobilizagdo das reservas de carbono nos rizéforos para a emissdo de novos
ramos em V. herbacea ocorreu devido a instalacdo de um déficit energético. Portes & Carvalho
(2006) apresentaram dados semelhantes em estudo realizado com a mesma espécie ao longo do
ciclo fenoldgico. As autoras mostraram que a atividade da 1-FEH foi mais elevada durante a
rebrota das plantas, o que foi observado também no presente trabalho, adicionalmente a maior
expressdo do gene (Figura 16) em relagdo ao periodo seguinte, de crescimento vegetativo (V1).
Duas isoformas de 1-FEH foram identificadas por Asega (2007) durante a mobilizacéo de
frutanos em V. herbacea, sendo denominadas 1-FEH | e 1-FEH Il. O cDNA Vh1-FEH | foi
isolado de plantas em fase de brotagdo induzida e a analise de expressao heterdloga em leveduras
confirmou se tratar de um gene funcional capaz de hidrolisar frutanos do tipo inulina. A
expressdo deste gene foi induzida em rizoforos de plantas submetidas a baixas temperaturas

(Asega et al., 2008). Quanto ao cDNA Vh1-FEHII, sua sequéncia completa ainda néo foi isolada,
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mas analises de comparacdo de sequéncia mostram uma alta identidade deste gene com o gene
FEHIla de Cichorium intybus. Van den Ende et al. (2001) observou um forte sinal de
hibridizacdo dos genes homdlogos aos de V. herbacea que codificam as duas isoformas em
plantas de C. intybus desfoliadas (controle) e desfoliadas e mantidas sob baixas temperaturas
(tratado). Os autores concluiram que os dois genes s&o regulados diferencialmente, sendo CiFEH
Ila expresso preferencialmente em condi¢des de aumento da demanda energética das plantas. O
presente trabalho, avaliou apenas a expressdao do gene Vh1-FEH I, que apresentou pico de
expressdo no estagio B3, posterior ao pico de atividade da enzima 1-FEH, que esteve mais ativa
nos segmentos proximais dos rizéforos no estagio B1. Este resultado pode indicar que durante o
periodo B1, de maior demanda energética, o gene Vh1-FEH Il poderia estar mais expresso e
sendo que em B3, 0 gene Vh1-FEH I teria sua maior expressdo. A presenca de isoformas de FEH
foi reportada para diferentes espécies além de V. herbacea, como Helianthus tuberosus (Edelman
& Jefford, 1964), C. intybus (Claessens et al.,1990, Van den Ende et al. 2002), Lolium rigidum
Gaud (Bonnett & Simpson, 1993) e, Triticum aestivum (Van den Ende et al. 2003, Van den Ende
et al. 2005, Van Riet et al., 2006).

A reducdo da expressdo relativa do gene Vh1-FEH | apds o estadgio B3 foi acompanhada
pela reducdo da atividade enzimatica, indicando a existéncia de um mecanismo de regulacdo
transcricional para este gene, influenciado direta ou indiretamente pelos teores enddgenos de
acucares, como o aumento do teor de sacarose e/ou outros fatores ambientais. Os resultados das
analises de atividade e expressdo do gene Vh1-FEH | observados nesse experimento estdo de
acordo com os observados previamente para o gene em V. herbacea (Asega et al. 2008; Trevisan,
2014) e sdo consistentes com o papel da 1-FEH na mobilizacao das reservas de frutanos.

Asega et al. (2011) observaram aumento gradual da atividade da enzima e da expresséo

do gene Vh1-FEH | em plantas de V. herbacea induzidas a brotacdo por desfoliagdo, com pico de
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acumulo de transcritos 20 dias apo6s a desfoliagdo. A inducdo da expressdao do gene foi mais
marcante em plantas submetidas a desfoliacdo e mantidas a 5°C, sendo que altos niveis de
transcritos foram observados ja com sete dias de brotacdo. Estes resultados reforcam que fatores
ambientais, como o frio, podem intensificar a mobilizacdo de frutanos caracteristica do ciclo
fenoldgico da planta e justificam atividade enziméatica mais baixa nas plantas de campo utilizadas
no presente trabalho.

Em raizes de C. intybus armazenadas em baixas temperaturas houve um aumento do
namero de transcritos do gene 1-FEH lla. Foram identificados na regido promotora deste gene
motivos de resposta ao frio, além de motivos associados a regulacdo por horménios (auxina,
acido abscisico, etileno, giberelina e acido salicilico) e sacarose, sugerindo a complexidade da
regulagdo dos genes do metabolismo de frutanos (Michiels et al., 2004). No presente trabalho, a
maior expressdo do gene Vhl-FEH I, em B3, ocorreu quando o niveis de ABA nos rizoforos
aumentaram em relacdo aos outros estagios de brotagdo, sugerindo uma possivel regulacdo por
ABA desse gene, assim como observado para o gene 1-FEHIIa de C. intybus.

A enzima 1-SST, apresentou baixa atividade durante o periodo em que 1-FEH esteve mais
ativa. A atividade de 1-SST foi mais elevada em segmentos distais, em estagios vegetativos,
especialmente em V1, e no primeiro periodo correspondente a pré-dorméncia (PD1) (Figura
15B). Nestas fases, 0s Orgaos aéreos encontravam-se bem estabelecidos, podendo produzir
fotoassimilados que sdo translocados e armazenados na forma de polimeros de frutose nos
rizoforos por a¢do da 1-SST.

A atividade desta enzima é evidenciada quando observados o perfil cromatografico dos
acucares de ambos os segmentos dos rizéforos (Figuras 10 e 12). Apds o periodo de mobilizag&o,
marcado pelo descréscimo de 1-cestose, hd um considerdvel aumento deste trissacarideo

precursor da série da inulina em V1, associado ao aumento da 1-SST e, posteriormente, em V2, é
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observado um perfil de carboidratos semelhante ao observado em PD1 e D, indicando o re-
estabelecimento das proporgdes de diferentes membros da série da inulina apds a brotag&o.
Resultados semelhantes foram apresentados por Nagaraj et al. (2004) com plantas de Hordeum
vulgare (cevada), nas quais, ao longo do tempo de inducéo da enzima 1-SST, houve um aumento
inicial de sacarose, seguido por aumento de 1-cestose e, posteriormente, de frutanos de maior
peso molecular.

Desta forma, observou-se que a atividade da 1-SST acompanhou o perfil de expressao de
seu gene de sintese, como visto por Trevisan (2014), sugerindo a existéncia de um mecanismo de
regulacdo transcricional controlado, possivelmente, pela disponibilidade de sacarose, frutose e
glucose em V. herbacea, carboidratos estes que atingiram niveis consideravelmente mais altos na
fase B3, que antecede o aumento da 1-SST em V1.

Portes & Carvalho (2006) também detectaram maiores taxas de atividade desta enzima
logo ap6s a rebrota (induzida), em relacdo as plantas que permaneceram em estagio vegetativo,
sugerindo que com o avan¢o do periodo vegetativo, a biossintese de frutanos tende a diminuir
progressivamente até a fase de dorméncia, o que é evidenciado em D, periodo no qual a parte
aérea ja estava senescida e a atividade da 1-SST foi consideravelmente baixa, igualando-se aos
niveis verificados na brotacdo. De Roover et al. (1999) detectaram diminuicdo semelhante na
atividade da 1-SST apds rebrota de plantas desfoliadas de Cichorium intybus.

Niveis mais altos de expressdo dos genes 1-SST e 1-FFT foram detectados em plantas in
vitro de A. inaequidens tratadas com ABA exdgeno. Este aumento de expressdo coincidiu com o
aumento de frutanos de maior GP (Suarez-Gonzalez et al., 2014). Assim como em A.
inaequidens, o aumento de frutanos de maior GP foi verificado nos riz6foros de V. herbacea em
D, apos o consideravel aumento de ABA em V2, contudo, em D n&o foi observado aumento da

expressdo de Vh1-SST em relacdo ao estagio V1.



57

As andlises de correlagdo entre a precipitacdo média e a atividade da 1-SST também
mostraram um indice positivo nos segmentos distais (r=0,87, p<0,05) e nos proximais (r=0,85,
p<0,05) e uma correlacdo positiva entre a atividade desta enzima nas porcdes distais e a umidade
do solo (r=0,67). Desta forma, o aumento da disponibilidade de &gua ap6s o periodo seco de
outono e inverno, pode promover atividades de sintese de frutanos, enquanto a menor
disponibilidade, pode promover a degradacdo, como observado na correlacdo negativa entre a
atividade da 1-FEH nas porcGes proximais e a precipitacdo média (r=-0,65).

Trevisan (2014) também discutiu a regulacdo das atividades de 1-SST e 1-FEH de V.
herbacea cultivadas in vitro, na presenca de glicose, frutose ou sacarose no meio de cultura.
Independente da fonte de carbono, houve um aumento da atividade/expressao do gene Vh1-SST e
diminuicdo do nivel de transcritos para a sintese de 1-FEH. Estes resultados estdo de acordo com
a hipotese de um mecanismo de regulagdo Unico, porém com efeito inverso para os genes 1-SST e
1-FEH (Morvan et al., 1997, Asega & Carvalho, 2004). De fato, ha uma correlacdo negativa nas
regides proximais dos rizéforos entre a atividade das duas enzimas mencionadas (r=-0,9, p<0,05),
reforcando esta hipdtese.

Nossos resultados condizem com a literatura, uma vez que analises de expressdo de genes
envolvidos no metabolismo de frutanos revelaram que alteracdes nos niveis de transcritos sdo
geralmente acompanhadas por alteracdo na atividade enzimatica e no acumulo de frutanos,
sugerindo que a regulacdo desses genes se da em nivel transcricional, como observado em V.
herbacea (Asega et al., 2011), H. vulgare (Luscher et al., 2000, Wang et al., 2000), C. intybus
(Van den Ende et al., 2000) e Lolium perene (Chalmers et al., 2003).

A atividade da 1-FFT (Figura 15C) entre os pontos B3 e V2, correspondente ao periodo
entre o final da brotacdo e fase de crescimento vegetativo, parece estar relacionada a atividade de

sintese, ou alongamento da cadeia de frutanos, pois a partir de B3, verificou-se a alta



58
concentracdo do trissacarideo 1-cestose oriundo da atividade da enzima 1-SST, e substrato para a
1-FFT. A atividade da 1-FFT no sentido de sintese pode ser inferida pelo aumento dos picos do
tetrassacarideo nistose e de outros oligossacarideos com GP mais elevados, detectado por
HPAEC/PAD, principalmente entre os produtos das incubac¢fes mais prolongadas desta enzima,
também a partir de B3. Atividade no sentido de alongamento da cadeia também foi verificado em
V1e V2eem plantas de V. herbacea cultivadas in vitro (Trevisan, 2014). Além disso, 0 aumento
de frutanos de maior grau de polimerizacdo é representado em andlise de correlacdo, na qual o
teor de fruto-oligossacarideos e a atividade da 1-FFT se relacionam positivamente nos segmentos
proximais dos rizéforos (r=0,6).

O perfil da atividade desta enzima, como reportado anteriormente (Portes & Carvalho,
2006), € consistente com o fato da mesma atuar em diversas fases do metabolismo de frutanos,
tanto no periodo da pré-dorméncia, em que ha sintese de frutanos, como durante a mobilizagdo
destas reservas, quando a 1-FFT pode promover a diminui¢do do comprimento das cadeias,
facilitando assim a atuacdo da 1-FEH nos periodos de agosto e setembro, durante a brotacdo. Esta
atividade presente em periodos de sintese e de mobilizacdo de frutanos pode dificultar a precisao
de detecc¢do da atividade enzimatica.

Sendo assim, é provavel que, durante a brotacdo, quando apresentou sua maior atividade
entre os estadgios PD1 e B2, a 1-FFT tenha atuado na mobilizacdo de fruto-polissacarideos,
diminuindo o tamanho das cadeias e favorecendo a ac¢do da 1-FEH, como apresentado por Asega
& Carvalho (2004), em cujo trabalho, a 1-FFT apresentou picos de atividade juntamente com a 1-
FEH, e em oposicao ao perfil de atividade da 1-SST, durante a rebrota ocorrida apos a excisdo de
Orgaos aéreos.

Em diversos estudos realizados anteriormente com V. herbacea, a atividade da 1-FFT

demonstrou poucas e pequenas variagdes tanto durante o ciclo fenoldgico (Portes & Carvalho,
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2006) quanto 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). Van den
Ende et al. (2000), analisando a dindmica da sazonalidade no metabolismo de frutanos em
Taraxacum officinale, verificaram que a atividade da 1-FFT permaneceu constante. Rutherford &
Deacon (1974), verificaram que a atividade da 1-FFT, nas raizes de T. officinale, permaneceu
mais elevada do que a da 1-SST, ao longo de todo ciclo fenoldgico. A atividade desta enzima,
cujo perfil difere discretamente, no presente estudo, do encontrado em T. officinale e em outros
estudos com V. herbacea, permaneceu sempre mais elevada em comparagdo a 1-SST e
praticamente ndo variou significativamente entre os segmentos proximais e distais dos rizéforos.

Anélises de correlagdo mostram que a atividade da 1-FFT nas porcbes distais dos
riz6foros é negativamente correlacionada (r=-0,63) com a temperatura do ambiente, e nos
segmentos proximais € também correlacionada negativamente (r=-0,62) com a umidade do solo.
Assim, com a diminuicdo da temperatura ou da disponibilidade de agua, esta enzima aumenta sua
atividade em compatibilidade com a entrada no periodo de dorméncia, caracterizado justamente
por tais condi¢cdes ambientais.

Deve-se ressaltar que nenhum trabalho j& realizado com V. herbacea, exceto o de
Carvalho & Dietrich (1993) sobre as varia¢fes no teor e na composicdo de frutanos ao longo do
periodo fenoldgico, utilizando plantas coletadas diretamente do campo, sendo que em todos 0s
estudos prévios, as plantas coletadas em campo tiveram seus rizéforos fragmentados e plantados
em vaso ou canteiro para realizacdo dos experimentos. No caso especifico de Trevisan (2014), as
atividades enzimaticas foram determinadas em riz6foros de plantas cultivadas in vitro. Embora
este trabalho demonstre o comportamento fisiolégico e correlacione o perfil bioquimico e
molecular do metabolismo de frutanos em plantas em situacdo natural em campo, fatores bidticos

e abioticos podem interferir nos parametros analisados, tendo em vista que ndo é possivel
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controlar as condi¢cGes ambientais, apenas monitord-las. Dentre estes fatores podemos citar o
sombreamento por espécies arbdreas ou herbaceas de maior porte, os solos oligotroficos em que
estas plantas se desenvolvem e a possivel competicdo provocada por espécies invasoras como
Urochloa spp, Megathyrsus maximus, Melinis minutiflora e Cenchrus purpureus, gramineas de
ocorréncia bastante comum em &reas de Cerrado e, particularmente, na area em que esse estudo
foi realizado (Rodrigues, 2013).

Barbosa et al. (2008) discutiram o potencial invasor da espécie Urochloa decubens nos
Cerrados e sua relacdo com o potencial alelopético da espécie. Extratos de raizes e folhas de U.
decubens, inibiram a germinacdo de Lactuca sativa (Asteraceae) e Phalaris canariensis
(Poaceae) e Melinis minutiflora (Poaceae), outra espécie invasora, além de afetar o
desenvolvimento de suas raizes e parte aérea. Khalaj et al. (2013) ressaltam ainda diversos efeitos
fisiol6gicos de compostos alelopaticos em plantas, como a reducdo do crescimento, alterando a
divisdo e diferenciacdo celular, o metabolismo de fitohorménios, as fung¢bes enzimaticas, a
respiracdo e fotossintese, alterando consequentemente a fixacdo de CO, e o metabolismo de
carboidratos. A ocorréncia de espécies com alto potencial alelopatico no Cerrado de Mogi-Guagu
sugere que os compostos liberados no solo possam interferir no metabolismo de frutanos. No
entanto, esta hipotese necessita futuras analises experimentais.

A anélise multivariada dos dados obtidos em PCA mostra e reforga claramente pontos
discutidos neste trabalho como, por exemplo, a maior importancia das variaveis ABA, AlA e teor
de 4gua na parte aérea nos periodos vegetativos, bem como a atividade da enzima 1-SST, mais
ativa nestes periodos. Ja a atividade da 1-FEH é mais representativa especialmente no primeiro
periodo de brotacdo, reforcando sua atividade na mobilizagdo de reservas para o inicio de um

novo periodo vegetativo.
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As variaveis ABA nos rizdforos e precipitacdo acumulada sdo mais representativas nos
periodos vegetativos e na dorméncia (D) devido ao fato destas fases ocorrerem justamente no
periodo de maior pluviosidade no Cerrado e ao teor de ABA atingir valores proximos de zero

durante a brotagéo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este € o primeiro trabalho que contempla uma andlise completa em diferentes fases de
desenvolvimento de V. herbacea em campo, agregando analises de parametros ambientais a
caracterizagdo fisiologica, bioquimica e molecular do metabolismo de frutanos. Os resultados
obtidos mostram que o metabolismo de frutanos na espécie é altamente regulado e capaz de
tamponar variagdes ambientais marcantes, tendo em vista a similaridade das respostas observadas
para as plantas cultivadas in vitro, em casa de vegeta¢ao ou em campo.

Durante o periodo de andlise deste trabalho as plantas de V. herbacea nao foram expostas
ao déficit hidrico no campo, no entanto a transi¢do para a dorméncia ou para a brotacdo foram
marcadas por parametros fisiologicos ja descritos na literatura, sugerindo que outros fatores
ambientais ou endbgenos podem ser os responsaveis por regular a sinalizacdo nas fases de
transicdo. Os resultados indicam que a temperatura pode atuar como sinalizadora na regulacdo da
transicdo entre as diferentes fases, contudo, outros fatores como a radiacéo e a umidade relativa
do ar devem ser considerados em trabalhos futuros.

As diferencas entre 0s segmentos proximais e distais dos rizéforos quanto a atividade das
enzimas e expressdo dos genes do metabolismo de frutanos apresentou o mesmo padréo
anteriormente relatado na literatura, no entanto os demais fatores analisados como o status
hidrico das plantas e os niveis endogenos dos reguladores de crescimento ndo foram diferentes
entre 0s segmentos.

O inicio da brotagdo foi um periodo marcado por baixos niveis endégenos de ABA,
atividade elevada de hidrolise dos frutanos pela 1-FEH e emissdo de novos ramos aéreos. No
decorrer da brotacdo, com ramos aéreos ainda jovens, os niveis de AIA nos rizoforos e parte
aérea foram mais elevados, deixando clara a atuacdo deste regulador no estabelecimento e

desenvolvimento da parte aérea. Ao final da brotacdo, com a parte aérea bem estabelecida e com
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0 aumento da concentracdo de agucares redutores, a enzima de sintese (1-SST) passou a ser mais
ativa, atingindo o pico de atividade no primeiro estadgio vegetativo analisado (V1). Seguiu-se
declinio da atividade de sintese de frutanos ao final do periodo vegetativo (V2), o que é
compativel com o observado na literatura. A diminui¢do da atividade desta enzima acompanhou
0 aumento das concentragdes de sacarose em V2 e 0 aumento dos niveis enddgenos de ABA,
sinalizando a proximidade da transi¢do para um novo periodo de dorméncia. Com a diminuicdo
dos niveis de ABA em D, a enzima 1-FEH foi ativada novamente, mas em niveis inferiores aos
observados durante a brotacdo, possivelmente mobilizando frutanos durante a dorméncia para

fornecimento de energia, crioprotecdo ou osmorregulacdo. Conforme esquematizado abaixo

(Figura 19):

L) i \. : L '.} ;\ f 9\‘ N
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brotacio brotacao brotacao vegetativo vegetativo
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1-FEH Crescimento 1 Sacarose 1 1-FEH
! vl( aéreo 'l’ T1-SST ‘l’ Em niveis inferiores
I 1 Acuicares
Moblllzacfao Redutores e T ABA J’ '
de reservas Sacarose Energia
J' Crioprotecio

Osmorregulacio
Emissiio de

ramos aéreos

Figura 19. Diagrama das principais fases fenoldgicas de Vernonia herbaceae e alteracdes

fisiologicas e bioquimicas analisadas.
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Tabela 3. Coeficiente de correlacdo entre temperatura méxima e minima, precipitacdo média e

acumulada, teor de umidade do solo, teor de agua das plantas e pontencial hidrico dos rizéforos e

parametros edafo-climéticos, fisiolégicos e biogquimicos de plantas de Vernonia herbacea

coletadas em area de Cerrado, na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guacu

(SP), em diferentes fases de desenvolvimento. (*p<0,05).

T

T

P

P U%

méx min acumulada média  Solo Teor de agua Potencial hidrico
PA D P D P
U% Solo 0.77 0.78
Teor de 4gua PA 0.78* 0.83* -0.93*
0.68
-0.65 -0.90*
Potencial hidrico D
P
[ABA] PA 0.76* 0.83* 0.87*
P
[AIA] PA 0.71* 0.74* 0.92* -0.72*
D 0.62
P 0.60
1-SST D 0.76 0.87 0.67
P 0.79 0.85
1-FFT D -063 -0.67
P -0.62
1-FEH D
P -0.65
Fruto-oligossacarideos D 0.65*
P 0.60
Fruto-polissacarideos D
P 0.65 -0.64
Acucar redutor D 0.88*
P 0.60

Temperatura maxima (T max) e minima(T min); Precipitacdo média (P média) e acumulada (P acumulada); Umidade
do solo (U% solo); Concetragdo de ABA (JABA]) e de AIA ([AIA]); Atividades das enzimas Sacarose:Sacarose 1-
frutosiltransferase (1-SST), Frutano:Frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT) e Frutano 1-exohidrolase (1-FEH); Parte
aérea (PA); Seguimentos distais (D) e proximais (P) dos rizéforos.
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Tabela 4. Coeficiente de correlacdo entre teor de ABA e AlA e atividades das enzimas 1-SST, 1-
FFT e 1-FEH e parametros fisioldgicos e bioquimicos de plantas de Vernonia herbacea coletadas
em area de Cerrado, na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Mogi-Guagu (SP), em

diferentes fases de desenvolvimento. (*p<0,05).

[ABA] [AIA] 1-FFT 1-SST 1-FEH
PA D P PA D P D P D P D P
PA
[ABA]
P
PA 0.64
[AIA] D
P
D *
1-SST 0.71
P
D
1-FFT
P -0.68
D N
1-FEH 0.65
P -0.90*
Fruto- D 0.73*
oligossacarideos p
0.62 -0.79*
Fruto- D
polissacarideos P
0.70* 0.60
D
.61
Acucar redutor 0.6
P

Concetracdo de ABA ([ABA]) e de AIA ([AlA]); Atividades das enzimas Sacarose:Sacarose 1-frutosiltransferase (1-
SST), Frutano:Frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT) e Frutano 1-exohidrolase (1-FEH); Parte aérea (PA);
Seguimentos distais (D) e proximais (P) dos rizéforos.
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8.2. ANEXO 2
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Figura 19. Curvas de desnaturacdo dos fragmentos amplificados, utilizando os pares de primers
selecionados para os genes 1-FEH (A), 1-SST (B), 18S (C) e EF (D).



