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RESUMO

Vernonia herbacea é uma espécie que sabidamente produz frutanos e os acumula no citosol
das celulas de rizoforos. Alteragdes no metabolismo dos frutanos sugerem seu papel como
osmorreguladores e, dessa forma, seriam parte de estratégias da planta para tolerar periodos
de restrigdo hidrica, comum em locais de ocorréncias desse vegetal. Com objetivo de avaliar a
influéncia da variacdo sazonal no acumulo de frutanos em plantas de V. herbacea, neste
estudo, foram realizadas mensalmente, analises qualitativas e quantitativas de carboidratos e
dosagens de prolina em plantas nativas de uma area de campo rupestre. Foram ainda
determinados o conteudo relativo de agua nos rizoforos, teor de umidade do solo da area de
estudo e coletados dados climaticos da regido. Estes, foram obtidos na Estacdo Meteoroldgica
de Diamantina por ser esta estacdo proxima da area de estudo e possuir altitude e
caracteristicas climaticas semelhantes as da cidade de Itacambira — regido de coleta do
material. As temperaturas médias mensais alcancaram valores entre 19,8°C no periodo seco e
26,8°C na estacdo chuvosa. A precipitacdo variou entre Omm em agosto (periodo seco) a
299mm em novembro (periodo chuvoso) coincidindo com a umidade do solo que apresentou
valores minimos de 6,2% no periodo seco e maximos de 25,6% no periodo Uumido. Estes
dados refletiram bem a estacionalidade climatica caracteristica de regides de Cerrado. O
conteudo relativo de agua, ndo apresentou variacdes significativas ao longo de todo o estudo,
enquanto o potencial osmotico apresentou sutil abaixamento no periodo seco, sugerindo a
presenca de mecanismos que mantém a hidratacdo nos tecidos dos rizéforos. Os contetdos de
prolina ndo sofreram grandes variagdes, ndo representando significado expressivo ao se
considerar sua participacdo no processo de osmorregulacdo, sugerindo que esta pode ter
atuado apenas como marcador bioquimico de alteragdes metabdlicas geradas pelo estresse.
Além da glicose, frutose e sacarose, todos os membros da série homologa da inulina foram
identificados tanto na Cromatografia em Camada Delgada, quanto na Cromatografia de Troca
Anibnica de Alta Resolucdo. Nestas analises, a flutuacdo no conteido de frutanos com baixo
grau de polimerizacdo foi evidente e puderam ser relacionadas a observacGes de fenologia
realizadas em campo (dados ndo publicados). Porém, com excecdo do més de setembro,
periodo de brotacdo, em que foram registradas quedas nos teores dos acucares, estes
resultados ndo foram confirmados nas analises quantitativas de teores de agUcares redutores,
fruto-oligossacarideos, fruto-polissacarideos e frutose total que apresentaram oscilaces
consideraveis e contetidos elevados durante os outros meses de estudo, o que permite concluir
que, no caso deste trabalho, ndo houve relacdo entre o acimulo de frutanos e variacdes
ambientais observadas em campos rupestres.

Palavras-chave: estresse hidrico, osmorreguladores, carboidratos.



ABSTRACT

Vernonia herbacea is a species that is known to produce fructans and accumulates in the
cytosol of cells rhizophores. Changes in the metabolism of fructans suggest its role as
osmoregulators and thus would be part of strategies of the plant to tolerate periods of water
restriction, common sites of occurrence of this plant. In order to evaluate the influence of
seasonal variation in fructan accumulation in plants of V. herbacea in this study were
collected monthly, qualitative and quantitative analysis of carbohydrates and serum proline in
plants native to an area of rocky field. We also determined the relative water content in the
rhizophores, soil moisture content of the study area and climatic data collected in the region.
These were obtained from the Meteorological Station of Diamantina to be this season near the
study area and have similar altitude and climatic characteristics of the city of Itacambira - the
collecting of material. As average monthly temperatures reached values between 19.8 ° C in
dry and 26.8 ° C in the rainy season. Rainfall ranged from 0 mm in August (dry season) to
299mm in November (rainy season) coinciding with moisture in the soil showed minimum
values of 6.2% in the dry season and maximum of 25.6% during the wet season. These data
reflect well the seasonal climate characteristic of the savannah regions. The relative water
content did not show significant variations throughout the study, whereas the osmotic
potential had subtle lowering the dry period, suggesting the presence of mechanisms that
maintain tissue hydration of rhizophors. The contents of proline did not suffer great variations
do not represent a significant meaning when considering their participation in the process of
osmoregulation, suggesting that this may have acted only as a biochemical marker of
metabolic changes produced by stress. In addition to glucose, fructose and sucrose, all
members of the homologous series of the inulin have been identified in both thin layer
chromatography, as the anion exchange chromatography with high resolution. In these
analyzes, the fluctuation in the content of fructans with a low degree of polymerization was
evident and could be related to observations made in the field of phenology (unpublished
data). However, with the exception of September, a period of shooting, in which falls were
recorded in the levels of sugars, these results were not confirmed in the quantitative analysis
of reducing sugar, fructo-oligosaccharides, fructo-polysaccharides and fructose total showed
oscillations considerable content and high during the other months of the study, which
indicates that in the case of this study, there was no relationship between fructan accumulation
and environmental variations observed in rocky fields.

Key words: water stress, osmoregulators, carbohydrates.
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1. INTRODUCAO

Carboidratos sdo o0s principais compostos de reserva que compdem 0S Orgaos
perenes das plantas e a capacidade de estocar e translocar parte do carbono fixado na
fotossintese durante periodos em que nao ocorre fixacdo de carbono, permite a sobrevivéncia
do vegetal mesmo diante de variacOes climaticas desfavoraveis ao seu desenvolvimento
(ORTHEN & WEHRMEYER, 2004). Dentre os carboidratos de reserva das plantas, os
frutanos estdo presentes em cerca de 12% da flora de angiospermas (HENDRY, 1987). Séo
oligo e polissacarideos ndo redutores que constituem séries homdlogas onde cada membro da
série contém um residuo a mais de frutose que o0 membro anterior (EDELMAN & JEFFORD,
1968). Os diversos componentes de uma série homdloga de frutanos aparecem nos tecidos
vegetais, em concentracdes relativas diferentes, dependendo da época do ano e da espécie
estudada (DARBYSHIRE & HENRY, 1978; PORTES, 2005). De acordo com Pollock
(1986), frequentemente, plantas que acumulam frutanos compartilham os seus habitats com
espécies que ndo os acumulam, podendo o metabolismo destes ser visto como um mecanismo
adaptativo.

Vernonia herbacea € uma espécie do Cerrado, cujo contetdo de frutanos pode
representar mais de 90% da massa seca de rizoforos (CARVALHO & DIETRICH, 1993). A
capacidade de acumular frutanos nesta espécie pode ter favorecido sua ocorréncia no Cerrado,
um ambiente submetido a seca sazonal e menores temperaturas no inverno (PORTES et al,
2008).

Carvalho & Dietrich (1993), observaram crescimento sazonal associado a
variacdes no conteudo e composicdo de frutanos em rizéforos de V. herbacea. Conforme
essas autoras, na primavera ocorre brotacdo de gemas, seguido por periodo de rapido

crescimento da parte aérea e desenvolvimento de ramos florais que continua durante o verédo
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até o inicio do outono, quando o crescimento da parte aérea € entdo interrompido e as folhas
comecam a mostrar sinais de senescéncia levando a abscisdo das mesmas e a dorméncia da
planta no inverno, seguindo com inicio de brotacdo de novas gemas e finalizando o periodo de
dorméncia ao final desta estacdo. Souza (2008), observou que brotacdes nos rizéforos
induzidas pela excisao de ramos em plantas de V. herbacea causaram a inibicdo da sintese e
estimulo a hidrolise de frutanos. Assim, fruto-oligossacarideos sdo especialmente
disponibilizados durante os periodos de crescimento intenso fazendo com que o aumento do
conteddo destes frutanos durante a dorméncia e a diminuicdo durante a brotacdo, estejam
relacionadas mais com a fase fenoldgica da planta do que diretamente com condicGes
ambientais.

Figueiredo-Ribeiro (1993), por outro lado, associou o metabolismo de frutanos em
V. herbacea ao processo de osmorregulacdo, observando que a hidrdlise de frutanos nos
rizoforos é estimulada em condi¢cbes de baixa disponibilidade de agua. Neste contexto, 0s
frutanos seriam compostos sollveis, cujo metabolismo leva a modificacGes rapidas no
tamanho médio de suas cadeias € no nimero de moléculas, podendo assim causar alteracGes
no potencial osmatico da célula. Conforme Costa & Marenco (2007), em situacdes de seca, as
plantas podem reduzir perdas de agua reduzindo a condutancia estomatica. Para favorecer a
turgescéncia celular, podem promover ajustes no metabolismo, levando ao acimulo de
substancias organicas soluveis, tais como o aminoacido prolina e agucares (SILVA et al.,
2004). A osmorregulacdo, constitui uma resposta fisiologica das plantas a condicbes de
estresse e contribui para o desenvolvimento de mecanismos de tolerancia que evitam a
diminuicdo do potencial hidrico celular mediante a biossintese de solutos compativeis
intracelulares de baixo peso molecular que se acumulam em altas quantidades no vactolo ou
no citosol, mantendo a turgidez e o volume celular (ABDUL JALEEL et al., 2007). Desta

forma, preserva-se a integridade de compostos e estruturas celulares fundamentais para o
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adequado metabolismo vegetal e confere, portanto, as plantas, maior capacidade de explorar
ambientes em que a disponibilidade de 4gua é limitada (HENDRY, 1993).

Até o presente momento, a maioria dos estudos com V. herbacea envolvendo a
analise de frutanos foram realizados sob condicGes controladas. Deste modo, na perspectiva
de se analisar plantas crescendo em condi¢cdes naturais, neste estudo, determinou-se
mensalmente, ao longo de um ano, em rizéforos de V. herbacea crescendo sob condicdes de
campo rupestre, uma fitofisionomia do Cerrado, o conteddo de frutanos. Também foram
analisados os conteddos de acgucares redutores, agucares solUveis totais, teores de prolina
livre, conteudo relativo de agua dos rizéforos e foram observados dados ambientais de
temperatura, umidade relativa, precipitacdo e umidade do solo. Com objetivo de relacionar
variacdes no contetdo de frutanos e ocorréncia de ajuste osmético em plantas de V. herbacea
foram investigadas a seguintes perguntas: a) Existe variacdo no contetdo de frutanos em
rizoforos de V. herbacea ao longo do ano? b) Existe variacdo nos dados ambientais do local

de estudo ao longo do ano? c) Existe relacdo entre o contetdo de frutanos e dados ambientais?
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area de estudo
Campo Rupestre € um tipo fitofisionbmico do Cerrado, predominantemente
herbaceo-arbustivo, com poucas &rvores pouco desenvolvidas, que ocupa trechos de
afloramentos rochosos (RIBEIRO & WALTER, 1998). Esta fitofisionomia ocorre geralmente
em altitudes superiores a 900 metros, possuem solos rasos e arenosos, derivados normalmente
de rochas como quartzito e arenitos, o0 que torna restrita a disponibilidade de agua e por
consequéncia, uma flora tipica dependente das condic¢des edaficas restritivas e do clima com
sazonalidade peculiar, ocorre neste tipo de fitofisionomia.
Foram utilizadas plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby coletadas em uma area
de Campo Rupestre proxima a cidade de Itacambira (16 °57° 23.5” S, 43° 24’ 01.3” W),
altitude de 1.280 m, localizada no Norte do Estado de Minas Gerais (Figura 1). Nessa regido,
o Cerrado representa o principal tipo de vegetacdo, a paisagem predominante de relevo é
montanhosa, entrecortada por chapadas e varzeas e nos vales desenvolvem-se arvores de porte

maiores, representadas pelas matas ciliares (VIANA & ALKIMIM, 2004).

Figura 1. Area de ocorréncia de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby, proximo ao municipio de
Itacambira/MG. Local de estudo (A) e detalhe da espécie no local do estudo (B). Fonte:
arquivo pessoal.
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De acordo com analise fisico-quimica do solo da area de coleta realizada pelo
Laboratorio de Analises de Solos do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) — Campus Montes Claros, o solo da regido é composto em maior
proporcao por areia e argila (Tabela 1 — Anexo A). E um solo que tem médio teor de matéria
organica e alta saturacdo por aluminio, o que é refletido nas baixas concentracfes de Ca, Mg e

K. Em funcdo disso, o solo é considerado acido, com alta toxidez por aluminio.

2.2 Material vegetal e condicdes de coleta

Vernonia herbacea (Asteraceae), conhecida como “assa-peixe”, é uma espécie
perene do Cerrado que segundo Rivera (2006), ocorre nos Estados do Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goiés, Distrito Federal, Tocantins, Minas Gerais, Sdo Paulo e Bahia. Hattori
& Nakajima (2008) caracterizaram esta espécie como uma erva que atinge 0,5 a 1,2 m de
altura, de ramos cilindricos, costados, de folhas simples, alternas e sésseis. O frutano do tipo
inulina encontrado nos rizoforos deste vegetal, é alvo de grande interesse da industria de
alimentos.

Para Gennaro et al. (2000), além das propriedades de uma fibra alimentar comum,
frutanos de baixo peso molecular tém acdo prebidtica capaz de estimular seletivamente a
proliferacdo ou atividade de populacbes de bactérias desejaveis no célon. A inulina e a
oligofrutose sdo considerados ingredientes funcionais, uma vez que exercem influéncia sobre
processos bioquimicos e fisioldgicos no organismo, resultando em melhoria da saude (SAAD,
2006). Seus rizéforos foram denominados por Carvalho & Dietrich (1993), érgdos-dreno
subterraneos que acumulam frutanos. Gongalves e Lorenzi (2007), descreveram o rizéforo
como uma estrutura de natureza caulinar na forma de um eixo lateral com geotropismo
positivo ou crescimento plagiotropico, que produz raizes adventicias regularmente ao longo

do seu crescimento (Figura 2).
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Figura 2: Detalhe do rizéforo de Vernonia herbacea (A). Vegetal e rizéforo em fase de
brotagéo (B). Fonte: arquivo pessoal.

Das amostras dos exemplares coletados e identificados, foram feitas exsicatas que
foram depositadas no Herbario Montes Claros — Unimontes, sob o nimero de registro 4000.

A fim de verificar a sazonalidade no acumulo de frutanos em plantas de V.
herbacea em condi¢bes de campo, coletas mensais foram realizadas no periodo de agosto de
2010 a julho de 2011.

Em cada expedic&o rizoforos de nove plantas de tamanho similar foram coletadas,
devidamente acondicionadas e levadas para o Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas da Universidade Estadual de Montes Claros. No laboratério os rizoforos (Figura 2)
foram lavados, congelados em nitrogénio liquido e triturados. Em seguida, foram
armazenados em freezer a -20°C até a realizacdo da extragdo de carboidratos e prolina. Em
cada més do periodo de estudo foram coletadas 3 amostras de 6rgdos subterraneos compostas

de 3 plantas cada.

2.3 Dados climatoldgicos
Dados de temperatura, umidade relativa do ar e precipitacdo acumulada foram

obtidos junto a Estacdo Meteoroldgica da cidade de Diamantina, por esta estacdo ser proxima
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da area de estudo e possuir altitude e caracteristicas climaticas semelhante a da cidade de

Itacambira — regido de coleta do material de estudo.

2.4 Umidade do Solo (Usoioo)

A umidade do solo foi determinada por gravimetria (BLAKE, 1965). Em cada
expedicdo foram retiradas cinco amostras de solo na faixa de profundidade entre 10 e 20cm,
que corresponde a profundidade efetiva do 6rgdo subterraneo de V. herbacea. As amostras
foram depositadas em saco de papel e em saco plastico para minimizar a perda de umidade.
Em seguida foram acondicionadas em caixa de isopor e levadas para o laboratorio para
determinacéo do teor de umidade das mesmas.

As amostras de solo foram pesadas para determinacdo de sua massa fresca (MF),
depois foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 70°C até atingir massa
constante. Em seguida, foram novamente pesadas para determinacdo da massa seca (MS). O
teor de umidade foi determinado empregando-se a seguinte formula: Usoo(%) = ((MF — MS)/
(MS — Ta)) x 100, em que MF = massa fresca da amostra de solo; MS = massa seca da

amostra de solo e Ta = tara do saco de papel.

2.5 Potencial osmético (¥'s)

O potencial osmotico foi calculado a partir da osmolaridade determinada com
auxilio de um osmometro de ponto de orvalho (modelo VAPRO 5220 — Wescor, Logan, Utah,
EUA). Nas determinagdes da osmolaridade foi usado suco celular extraido do material
vegetal coletado por meio de espremedor domestico. As extracfes ocorreram logo apos as
coletas e as amostras de suco foram acondicionadas em tubos tipo eppendorf e armazenadas

em geladeira até a data das analises.
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O caélculo do potencial osmético foi feito pela conversdo da osmolaridade em
milimoles por quilograma por meio da equacdo de Van’t Hoff, citada por Silva et al. (2009):
s (MPa) = -¢ (mOsmol Kg™) x 2,58/1000, onde ¢ é a osmolalidade.

Esta analise foi realizada a partir de dezembro de 2010. Portanto, apenas os dados

de dezembro de 2010 a julho de 2011 foram incorporados a andlise estatistica.

2.6 Conteudo relativo de agua dos rizéforos (CRA)

Dentre as nove plantas coletadas mensalmente, cinco tiveram fragmentos de
rizoforos cortados para determinacdo do contetdo relativo de &gua. Os fragmentos foram
inicialmente pesados para determinacdo da massa fresca (MF). Posteriormente, deixados em
agua destilada por 24 horas e pesados novamente para determinacdo da massa tdrgida. Em
seguida, foram submetidos a secagem em estufa de ar circulante a 70°C até atingir massa

constante e ter a sua massa seca determinada (WEATHERLEY, 1950).

O conteudo relativo de agua foi estimado através da formula:
CRA (%) = (( ME-MS)/( MT — MS)) x 100, onde MF = massa fresca dos rizéforos; MS =
massa seca dos rizoforos e MT = massa targida dos rizoforos, determinada 24 horas apds cada

amostra ser embebida em agua.

2.7 Extracéo e fracionamento de carboidratos ndo estruturais

A extracdo de carboidratos sollveis foi realizada conforme descrito por Carvalho
et al. (1998) de modo que aliquotas de um grama do material vegetal de cada amostra
composta de V. herbacea foram colocadas em 10 mL de etanol 80% e levadas ao banho-maria
a 80°C durante 15 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Os residuos foram re-extraidos mais duas vezes em etanol 80% com

0 mesmo volume inicial e os sobrenadantes etandlicos foram reunidos. Na sequéncia, 0s
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residuos foram re-extraidos duas vezes em 10 mL de 4&gua destilada a 60°C durante 30
minutos e em seguida filtrados a vacuo. Os sobrenadantes etanolicos e os aquosos foram
reunidos e armazenados para realizacdo de analises quantitativas de acUcares redutores e de
frutose total por métodos colorimétricos especificos.

Aliquotas destes extratos foram utilizadas para o fracionamento de carboidratos
ndo-estruturais como descritos a seguir. Trés mililitros do extrato foram mantidos em
refrigerador durante uma noite com trés volumes de etanol 95%. O extrato foi centrifugado a
3000rpm por 15 minutos havendo consequente separacdo das fracdes de fruto-
oligossacarideos (sobrenadante) e fruto-polissacarideos (precipitado). Este dltimo foi
ressuspendido e solubilizado em volume conhecido de agua destilada. A quantificacdo destes

acucares foi realizada pelo método de antrona modificado (Jermyn 1956) para cetoses.

2.8 Quantificacdo de acgucares redutores

A quantificacdo de acUcares redutores foi realizada conforme a metodologia
descrita por Miller (1959). Aliquotas do extrato de carboidratos ndo-estruturais foram
depositadas em tubos de ensaio cujo volume foi completado para 1500uL com &gua destilada.
Em seguida, foi adicionado 1000uL do reagente DNS, (&cido dinitrossalicilico) composto de
15g de tartarato duplo de sodio e potassio dissolvidos em 25 mL de &gua destilada + 0,5g de
acido dinitrossalicilico + 10 mL de solucdo de hidroxido de sédio 2M. A mistura foi
homogeneizada e colocada em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Apos o resfriamento, foi
realizada a leitura da absorbancia da reacdo a 540nm e a concentracdo dos agUcares foi entdo
estimada através de uma curva padréo de calibragdo feita com concentracfes crescentes de D-

Glucose (Sigma Aldrich).
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2.9 Determinacéo de frutose total

A determinacdo de frutose total das amostras foi realizada utilizando o método
Antrona descrito por Jermyn (1956). Aliquotas do extrato das amostras foram depositadas em
tubos de ensaio ¢ o volume foi completado para 250ul com agua destilada. Em seguida,
adicionou-se 2,5mL do reagente de Antrona (2g de antrona dissolvido em 100mL de acido
sulfurico 76%) e o contetdo foi homogeneizado. O homogenato foi levado ao banho-maria
por 45 minutos a 37°C e procedeu-se a leitura da absorbancia da reacdo em espectrofotdmetro
a 620nm. A concentracdo de frutose total foi estimada com base em uma curva padrao de

calibracéo construida com concentracdes crescentes de inulina (Sigma Aldrich).

2.10 Analise qualitativa de carboidratos — Cromatografia de Troca Anidnica de Alta
Resolucdo com Detecgdo por Pulso Amperométrico (HPAEC/PAD) e Cromatografia em

Camada Delgada (CCD)

Amostras dos extratos da fracdo de fruto-oligossacarideos contendo
aproximadamente 2mg de frutose foram deionizadas em colunas de trocas cationica (Dowex
50x8) e anidnica (Dowex 1x8) (CARVALHO & DIETRICH, 1993). Apos a deionizacdo, as
amostras foram filtradas e analisadas por HPAEC/PAD em sistema de cromatrografia Dionex
modelo ICS-300, utilizando-se coluna CarboPac PA-1 (2 x 250 mM) e concentracao de 400ug
mL™. Utilizou-se como padréo uma mistura de fruto-oligossacarideos extraida de tubérculos
de Helianthus tuberosus. A eluicdo dos carboidratos foi feita utilizando-se um gradiente da
mistura do eluente A (150 mM de hidroxido de sédio) e eluente B (500 mM de acetato de
sodio em 150 mM de hidroxido de so6dio) com a seguinte programacéo: 0-2 min, 25 mM; 2,1-

8 min, 50 mM; 8,1-28 min, 350 mM; 28,1-30 min, 500 mM; 30,1-35 min, 25mM. Os
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potenciais aplicados ao PAD para E1 (480 ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram 0,05; 0,75 e
-0,20, respectivamente e o fluxo aplicado foi de 1 mL min™.

Apos a deionizacdo das amostras, uma aliquota referente a 100ug foi liofilizada e
ressuspendida em 10uL de &4gua deioneizada sendo estas aplicadas a placa de CCD Silica Gel
60F 254 20x20 cm (Merck 1.05554.0001) juntamente com o padrdo: uma mistura de fruto-
oligossacarideos extraidos de tubérculos de H. tuberosus. Em seguida, foi realizada corrida
em cuba saturada com a fase mével constituida de solucéo de alcool isobutilico, 1-propanol e
agua deioneizada na proporcdo 3:12:4 (v/v). A cuba foi mantida fechada até a fase movel
atingir aproximadamente 1cm antes do final da placa. Esta foi entdo retirada e submetida a
secagem em capela. No dia seguinte a corrida foi repetida e apds secagem, a placa foi
revelada.

A revelacdo se deu com a aplicacdo, com auxilio de aspersor, de 94,4mL da
solucdo 1 (98,8mL de n-butanol + 20mL de agua destilada) unida a 5,6 mL de &cido
ortofosfdrico e 3g de uréia dissolvida em 5mL de etanol (solucdo 2). Apds aspersdo, a placa
permaneceu em estufa de aquecimento, por 5 minutos a 150°C para revelacdo, e em seguida,

foi fotografada.

2.11 Dosagem de prolina livre

A determinacgéo do teor de prolina foi realizada conforme a metodologia de Bates et
al. (1973). Amostras de 0,5g dos rizéforos foram maceradas em acido sulfossalicilico 3%,
centrifugadas a 3000 rpm e os sobrenadantes coletados. Aliquotas de 2mL foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 2mL de ninhidrina cida (1,25g de ninhidrina + 30mL de &cido
acético glacial + 20mL de &cido fosférico 6M) e 2mL de &cido acético glacial concentrado.
Logo apéds, os tubos foram fechados hermeticamente e homogeneizados. Os tubos foram
mantidos em banho-maria a 100°C por 1 hora. Apds este periodo foram colocados em banho
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de gelo para reducdo imediata da temperatura e interrupcdo da reacdo. Foram adicionados
4mL de tolueno ao meio de reacdo seguindo-se com agitacdo vigorosa por cerca de 30
segundos. Nos tubos foram formadas duas fases, entretanto, somente a fase superior
(avermelhada) foi recuperada e submetida a leitura em espectrofotémetro a 520nm. Os teores
de prolina foram estimados com base em uma reta padrdo de concentragdes crescentes de L-

prolina.

2.12 Anélise Estatistica
Os dados obtidos foram analisados por meio de correlagdes simples (Pearson)
entre todas as variaveis ambientais, relac6es hidricas e bioquimicas. Foi utilizado o teste “t”

de Student para avaliar a significancia das correlacdes em nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sazonalidade climéatica em campos rupestres, caracterizada pela existéncia de
periodo chuvoso e periodo seco, foi registrada neste estudo e compreendeu um periodo seco —
maio a setembro — meses com pouca ou nenhuma precipitacdo, menores médias de
temperatura e menores médias de umidade relativa do ar e, um periodo chuvoso — outubro a
abril - com maiores médias de temperatura, maior precipitacdo, e maiores médias de umidade
relativa do ar (Figura 3A, B e D). Pode-se observar através dos dados de umidade do solo
(Figura 3C) que, apesar destes dados nao serem do local de estudo, refletem bem as condicdes
hidricas da area onde foram coletadas as amostras e confirmam a existéncia de variacdo na

disponibilidade de 4gua no solo, comum para regides do Cerrado.
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Figura 3. Dados de temperatura mensal (A) ( maxima —s— ), (Mmédia —— )e
(minima —— ) precipitacdo (B), umidade do solo (C) e umidade relativa do ar (D), no
periodo estudado compreendido entre agosto/2010 a julho/2011. As barras verticais
indicam o desvio padrdo da media (n=5).
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N&o foram observadas grandes oscilacdes nos valores do Conteudo Relativo de
Agua nos rizoforos de V. herbacea, com valores sempre acima de 90% (Figura 4). Este
resultado indica uma estabilidade no estado hidrico dessas estruturas da planta e sugere a
existéncia de mecanismos que atuem na manutencdo desse status, uma vez que conforme
observado, a disponibilidade de agua no solo variou ao longo do periodo, com valores entre
6% em agosto de 2010 e 25% em janeiro 2011 (Figura 3C). De acordo com Mitra (2001),
mecanismos para reduzir perdas, melhorar e manter a absor¢do de agua e armazena-la na
célula conferem resisténcia a planta e, respostas desses mecanismos no tecido determinam o

nivel de tolerancia da planta ao déficit hidrico.
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Figura 4. Teores de Contetido Relativo de Agua obtidos a partir dos riz6foros de V. herbacea
entre os meses de agosto de 2010 a julho de 2011. As barras verticais indicam o desvio padrédo
da média, (n=5).

Para plantas de Cerrado, a presenca de 6rgédos subterraneos espessados também
constitui estratégia para superar periodos de seca (MANTOVANI & MARTINS, 1988). De
acordo com Coutinho (2002), estes 0rgaos sdo estruturas perenes que garantem nao apenas a

sobrevivéncia das plantas durante os periodos de condi¢bes ambientais adversas, mas

também, em muitos casos, a reproducao vegetativa destas espécies.
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Conforme Silva et al. (2003), o fechamento dos estdmatos como tentativa de
reduzir perdas e manter o contedo hidrico favoravel nos tecidos por maior tempo possivel, é
uma das primeiras linhas de defesa da planta contra a dessecacdo. Além disso, espécies
herbaceas do Cerrado apresentam ciclo anual de desenvolvimento caracterizado por fases
fenoldégicas bem definidas (MANTOVANI & MARTINS, 1988) sendo que no outono, 0
crescimento do caule é interrompido e as folhas comecam a mostrar sinais da senescéncia
levando a abscisdo das partes aéreas e a dorméncia da planta. Carvalho & Dietrich (1993)
observaram esse comportamento em plantas de V. herbacea. Esta estratégia permite que
elementos como carbono e nitrogénio pertencentes a parte aérea, sejam translocados para 0s
Orgdos subterraneos onde serdo armazenados até que seja reestabelecido o periodo favoravel
ao desenvolvimento do vegetal, contribuindo para a manutencdo da turgescéncia celular,
integridade dos tecidos e do metabolismo vegetal. Outra estratégia observada em plantas que
habitam regides que apresentam sazonalidade marcante com escassez de agua é a sintese de
compostos protetores, que podem atuar na estabilizacdo de membranas e proteinas ou
promover o ajuste osmotico (VALLIYODAN & NGUYEN, 2006).

Para Mitra (2001), a resisténcia a seca é uma caracteristica complexa, expressao
da qual depende a acdo e a interacdo de diferentes caracteres: morfoldgicos (reducdo da area
foliar, precocidade, rolamento da folha, sistema radicular eficiente, teor de ceras),
bioquimicos (acumulo de prolina, poliaminas, trealose e armazenamento de carboidratos) e
fisioldgicos (alta eficiéncia no uso da agua, transpiracdo reduzida, fechamento dos estdmatos
e ajustamento osmotico) apesar de ainda muito pouco ser conhecido sobre os mecanismos
geneéticos que condicionam esses caracteres. Segundo Mahajan & Tuteja (2005), as plantas
tendem a lidar com a deficiéncia hidrica atraves do ajustamento osmatico, pelo qual, certos
processos metabolicos séo disparados em resposta ao estresse e grande nimero de compostos

que desempenham um papel-chave na manutencdo do equilibrio osmético e na protecdo das
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membranas sdo sintetizados, bem como macromoléculas que aumentam a concentracdo de
soluto liquido na célula, diminuindo o seu potencial osmético com o acumulo dos solutos,
aumentando assim a circulacdo de agua para dentro do oOrgdo. Cutler et al. (1980),
encontraram em Oriza sativa, em resposta ao estresse hidrico, abaixamento da ordem de 0,3 a
0,5 MPa no potencial osmético das folhas para um mesmo CRA. Costa (2010), em estudos
realizados com Costus arabicus L. sob déficit hidrico, observou potencial osmotico no rizoma
em torno de -0,91 MPa, enquanto plantas sob irrigacdo periddica atingiram aproximadamente
-0,6 MPa e, as plantas com irrigacdo diaria apresentaram -0,4 MPa, sendo que o CRA
manteve-se praticamente constante, com valores acima de 90%. Em estudos realizados com
folhas de Solanum lycocarpum sob estresse hidrico, Chaves-Filho & Stacciarini-Seraphin
(2001), no entanto, ndo encontraram relacdo entre o abaixamento do potencial osmético e
alteracdes no CRA. Em rizoforos de V. herbacea, como observado neste estudo, o CRA
também nao sofreu grandes variacdes ao longo do ano (Figura 4) e, ao se considerar o periodo
seco, e 0 més de fevereiro (no qual houve pouquissima precipitagdo mesmo em meio a
estacdo chuvosa), o potencial osmotico apresentou ligeiro abaixamento em relagédo ao periodo
chuvoso (Figura 5).

Dessa maneira, € possivel que o ajuste osmético seja, de fato, uma estratégia em
plantas de V. herbacea permitindo a hidratacdo prolongada dos tecidos. Alteragfes no
conteddo de frutanos conforme observado por Garcia (2009); Dias-Tagliacozzo (1995) e
Figueiredo- Ribeiro (1993), foram associadas ao ajuste osmotico, uma vez que estas
substancias podem também atuar protegendo os tecidos indiretamente, j& que sua natureza
soltvel, ao contrario do amido, permite uma rapida producdo de carbono e energia para a
sintese de moléculas protetoras alternativas. De acordo com Dias-Tagliacozzo (1995) quando
oligo e polifrutanos sdo degradados, sdo geradas pequenas moléculas capazes de contribuir

para o abaixamento do potencial osmotico celular.
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Figura 5. Potencial osmético dos sucos celulares (n=3) obtidos a partir dos riz6foros de V.
herbacea entre os meses de dezembro de 2010 e julho de 2011. As barras verticais indicam o
desvio padrdo da média.

Neste estudo, com exce¢do do més de setembro, os teores frutose total (Figura 6A), podem ser
considerados altos durante todo o periodo analisado, uma vez que Garcia (2009) encontrou
em plantas de V. herbacea sob suspensdo de rega, aproximadamente 400mg g*MS. O més de
setembro foi marcado pelo inicio da brotacdo dos vegetais (dados ndo publicados). Com isso,
é possivel que além de ter havido despolimerizacdo dos polifrutanos, houve também consumo
das moléculas de baixo grau de polimerizacéo, ja que houve desenvolvimento da parte aérea e
com isso, diminuicao nos teores de frutose total, fruto-polissacarideos e fruto-oligossacarideos
no més em questdo. Nao foi possivel correlacionar dados de frutose total (Figura 6A), fruto-
oligossacarideos (Figura 6B), fruto-polissacarideos (Figura 6C), e acucares redutores (Figura
6D), nas condicGes de campo aqui estudadas, ao CRA e potencial osmotico nos rizoforos de
V. herbacea (auséncia de correlagcBes ou correlagdes ndo significativas — Anexo B). Isto,
provavelmente, aconteceu devido a grande variagdo das observagdes. Altos coeficientes de
variacdo sdo comuns em estudos com vegetagdo nativa. Entretanto, é possivel que os elevados
teores de frutanos encontrados durante todo o periodo tenham contribuido para manutencéo

dos altos niveis de CRA e esta pode ser uma condicéo intrinseca ao metabolismo desta planta.
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Figura 6. Teores de frutose total (A), fruto-oligossacarideos (B), fruto-polissacarideos (C) e
acucares redutores (D), em equivalentes de D-glucose em extratos obtidos a partir de
rizoforos de V. herbacea ente agosto de 2010 e julho de 2011. As barras verticais indicam o
desvio padrdo da média (n=3).

Segundo Ashraf & Foolad (2007), o acumulo de prolina em muitas espécies de
plantas também tem sido correlacionado com a tolerancia ao estresse, e suas concentragdes
tém se mostrado geralmente mais elevadas em plantas tolerantes que em plantas sensiveis. De
acordo com os autores, apesar da presenca de uma forte correlacdo entre a tolerancia ao
estresse e 0 acimulo de prolina em plantas superiores, esta relacdo pode ndo ser universal ja
que concentracdes Otimas deste aminoacido podem ser espécie ou genotipo dependentes. Em
estudos com V. herbacea realizados por Garcia (2009) foram encontrados niveis deste
aminoécido entre 5pmol g*MS e 20pmol g™*MS para plantas sob total suspenséo de rega. Os
valores observados no presente estudo, portanto, podem ser considerados baixos, da ordem de
1 a 2 pmol g*MS (Figura 7), e ndo teriam significado expressivo ao se considerar sua

participacdo no processo de osmorregulacdo. Lima et al. (2004), no entanto, considera que a

prolina também pode atuar como um marcador bioquimico de alteracbes metabdlicas geradas
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por diferentes tipos de estresse. Neste estudo, os maiores valores observados antecedem o
periodo seco (Figura 7), podendo a prolina, neste caso, ter atuado como sinalizadora do
estresse ambiental que estava por ser instaurado, ja que, de acordo com Carvalho (1991), o

més de maio marca o inicio da dorméncia nesta espécie.
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Figura 7. Conteudos de prolina livre obtidos a partir de analises dos rizéforos de plantas
nativas de V. herbacea entre agosto de 2010 e julho de 2011. As barras verticais indicam o
desvio padrdo da média (n=3).

Conforme resultados das analises por CCD e HPAEC/PAD foi possivel observar
claramente a diminuicdo (bandas e picos menos intensos) nos contetdos de carboidratos de
baixo grau de polimerizacdo entre 0os meses de setembro a novembro, podendo isso estar
associado ao consumo dessas substancias (Figuras 8 e 9).

Neste periodo (setembro a novembro), as plantas se encontravam em fase de
brotacéo e floragdo (dados ndo publicados). De dezembro a marco, periodo em que as plantas
se encontravam em estadio vegetativo, foram observadas bandas mais espessas, sugerindo
sintese, seguida de diminui¢do na intensidade de bandas e picos no periodo que antecedeu a
dorméncia, e de aumento nos meses de inicio da dorméncia (maio) e dorméncia (junho a

agosto) (Figuras 8 e 10).
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Figura 8. Cromatografia em camada delgada das fracbes de fruto-oligossacarideos de
rizoforos de V. herbacea nos doze meses de estudo. P: padrdo de inulina proveniente de
extrato de H. tuberosus, seguido das amostras dos doze meses de estudo, A (agosto de 2010) a
J (julho de 2011). Fru: Frutose, G: Glicose, Sac: Sacarose, 1-C: 1-cestose, N: Nistose, GP:
Grau de polimerizag&o.

Neste Gltimo periodo, como as plantas ja se encontravam desprovidas de parte
aérea, as bandas mais espessas de frutose, sacarose e frutanos com menor grau de
polimerizacdo (GP<3), indicam maiores conteidos desses carboidratos que podem estar
associados a despolimerizacdo de frutanos com maior grau de polimerizacdo. No entanto,

conforme destacado anteriormente, isto ndo pode ser comprovado gquantitativamente (auséncia

de correlagdes ou correlagdes néo significativas).
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Figura 9. Perfil cromatografico de alta resolucdo da fragdo fruto-oligossacarideos de
rizoforos de plantas de Vernonia herbacea. As letras no canto superior direito correspondem
as iniciais do més analisado, na sequéncia os periodos chuvoso (setembro de 2010 a margo de
2011) e seco (abril a julho de 2011e agosto de 2010). F: Frutose, G: Glicose, S: Sacarose, 1-C:
1-cestose, N: Nistose, GP: Grau de polimerizagéo.
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Figura 10. Perfil cromatogréfico de alta resolucdo da fragdo fruto-oligossacarideos de
rizoforos de plantas de Vernonia herbacea. As letras no canto superior direito correspondem
as iniciais do més analisado, na sequéncia os periodos chuvoso (setembro de 2010 a margo de
2011) e seco (abril a julho de 2011e agosto de 2010). F: Frutose, G: Glicose, S: Sacarose, 1-C:
1-cestose, N: Nistose, GP: Grau de polimerizagé&o.
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Considerando caracteristicas do ambiente do qual as plantas nativas de V.
herbacea foram retiradas para estudo e tendo em vista os resultados obtidos, é possivel
considerar que a manutencdo de altos conteudos de frutanos e a presenca dos demais
compostos aqui estudados sejam utilizados por esta espécie como estratégia adaptativa a
condicbes de escassez de agua ja que, nesse ambiente, passivel de alteracbes hidricas
consideraveis, as plantas sobrevivem a periodos de escassez mantendo altos niveis de
conteudo relativo de agua, o que preserva os tecidos e 0 metabolismo deste vegetal além de
garantir energia para a sobrevivéncia dos individuos neste ambiente durante o periodo

adverso.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, ndo foi possivel detectar alteracbes nos conteudos de frutanos ao
longo do ano em plantas de V. herbacea analisadas sob condi¢Ges de campo, que pudessem
suportar diretamente a existéncia de ajuste osmatico e relaciona-las as variag¢des climaticas, ja
que altos contetdos das substancias analisadas e alta variacdo entre valores das amostras nas
observacdes ao longo de todo o periodo de estudo, ndo permitiram alcancar tal concluséo.
Assim, para essas condi¢cBes, uma abordagem onde fosse considerado maior nimero de
amostras, de maneira que o erro amostral pudesse ser reduzido e analises mais detalhadas das
condicdes de solo e coleta de dados climaticos realizadas no local de coleta das amostras €
sugerida. Acredita-se que, dessa forma, se obteria uma melhor estimativa das condicdes
climaticas locais, detectar-se-ia possiveis alteracfes ocorridas nas plantas e, assim, seria
possivel estimar com maior precisao, relagdes entre a sazonalidade do ambiente e a dindmica

do conteudo de frutanos das plantas.
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6. ANEXO A

Tabela 1. Analise fisico-quimica do solo
Atributos do solo Amostras

pH em agua 5,0 Bx

P remanescente (mg L* 34,98

Ca (cmolc dm™) 0,20 MBXx

Al (cmolc dm? 0

o
o)
<

SB (cmolc dm™) MBx

o
w
~

o)
©
>

m (%)

\l

V (% MBXx

Areia grossa (dag Kg™?) 33,20

Silte (dag Kg™) 8,00

MBXx = muito baixo; Bx = baixo; B = bom; M = médio; A = alto; MB = muito bom; MA =
muito alto; Ar = arenoso; Tme = textura média; Arg = argiloso; Marg = muito argiloso.
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ANEXO B — Tabelas que retnem as correlacdes obtidas durante o periodo de estudo

Tabela 2. Correlacdes obtidas a partir dos dados coletados durante os doze meses de estudo.

Todo o periodo (agosto de 2010 a julho de 2011)

Usolo CRA Ps FT AR FO FP Prolina T°C Precip. UR%
USolo 1
CRA 0,48 1
P 0,27 0,31 1
FT 0,58 0,51 0,18 1
AR -0,37 0,13 0,43 0,11 1
FO 0,38 0,36 0,37 0,36 -0,29 1
FP -0,14 0,29 -0,38 0,53 0,20 0,06 1
Prolina 0,02 0,33 0,17 0,36 0,31 0,20 0,20 1
T°C 0,45 0,13 0,07 0,30 0,00 -0,11 0,04 0,10 1
Precip. 0,43 0,43 0,77* 0,30 0,42 -0,13 -0,29 0,31 0,46 1
UR% 0,43 0,40 0,71* 0,35 0,26 -0,03 -0,33 0,44 -0,04 0,78* 1

Usolo: Umidade do solo: CRA: Contetido Relativo de Agua, Ws: Potencial Osmético, FT: Frutose Total, AR: Aclcares Redutores, FO: Fruto-

oligossacarideos, FP: Fruto-polissacarideos, T°C: Temperatura Média, Precip.: precipitacdo, UR%: Umidade relativa do ar,. * p valor <0,05, ** p

valor <0,02 e *** p valor < 0,01.
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Tabela 3. CorrelagOes obtidas a partir dos dados coletados durante a estacéo seca.

Periodo seco (abril a julho de 2011)

Usolo CRA Ys FT AR FO FP Prolina T°C Precip. UR%
USolo 1
CRA 0,63 1
¥s -0,93** -0,67 1
FT 0,50 0,80* -0,31 1
AR -0,48 0,37 0,40 0,37 1
FO -0,71 0,09 0,56 0,03 0,94** 1
FP -0,40 0,43 0,38 0,50 0,99*** 0,88** 1
Prolina -0,45 0,35 0,46 0,49 0,97** 0,86* 0,99%** 1
T°C 0,94%** 0,71* -0,78* 0,75* -0,28 -0,58 -0,16 -0,19 1
Precip. 0,96** 0,78* -0,85* 0,73* -0,25 -0,54 -0,14 -0,19  0,99%** 1
UR% 0,71* 0,67 -0,47 0,92%* -0,02 -0,36 0,13 0,13  0,91** 0,87* 1

Usolo: Umidade do solo: CRA: Contelido Relativo de Agua, ¥s: Potencial Osmético, FT: Frutose Total, AR: Aclcares Redutores, FO: Fruto-
oligossacarideos, FP: Fruto-polissacarideos, T°C: Temperatura Média, Precip.: precipitacdo, UR%: Umidade relativa do ar,. * p valor <0,05, ** p

valor <0,02 e *** p valor < 0,01.
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Tabela 4. Correlacdes obtidas a partir dos dados coletados durante a estacdo chuvosa.

Periodo Umido (setembro de 2010 a margo de 2011)

USoIo
CRA
Ys
FT
AR
FO
FP
Prolina
T°C
Precip.
UR%

USolo

1
0,49
0,47
0,69
-0,29
0,71*
0,17
0,28
0,04
0,20
0,37

CRA

1
0,56
0,55

-0,10
0,52
0,12
0,58

-0,32
0,50
0,57

WYs

1

0,10
0,52
0,29
-0,61
0,26
-0,86*
0,87**
0,84*

FT

1
0,09
0,40
0,64
0,44
0,51
0,31
0,30

AR FO FP Prolina T°C Precip. UR%
1
-0,48 1
-0,22 -0,09 1
0,23 0,42 -0,09 1
0,18 0,04 0,58 0,07 1
0,71* -0,06 -0,30 0,58 -0,27 1
0,49 0,06 -0,32 0,59 -0,43 0,95** 1

Usolo: Umidade do solo: CRA: Contetido Relativo de Agua, Ws: Potencial Osmotico, FT: Frutose Total, AR: Aglicares Redutores, FO: Fruto-

oligossacarideos, FP: Fruto-polissacarideos, T°C: Temperatura Média, Precip.: precipitacdo, UR%: Umidade relativa do ar,. * p valor <0,05, ** p

valor <0,02 e *** p valor < 0,01.
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