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RESUMO GERAL

Variacdo fenologica dos frutanos e caracterizacdo parcial de sacarose: sacarose
frutosiltransferase (1-SST), frutano exohidrolase (1-FEH) e invertase (INV) em 6rgdos
subterraneos de Chresta exsucca DC. (Asteraceae) — A sazonalidade climética é fator de
grande influéncia em plantas do Cerrado. Em fases de alta demanda energética o acimulo de
carboidratos torna-se recurso importante para manutencdo dos vegetais em ambiente de
condicdes adversas como seca, frio e fogo. Nesse sentido, o estudo das enzimas do metabolismo
de carboidratos € importante para compreender as estratégias metabolicas utilizadas por esses
vegetais. Chresta exsucca apresenta frutanos do tipo inulina e perfil fenoldgico distinto de outras
espécies de Asteraceae do Cerrado: floresce na estacdo seca e a rebrota ocorre em Vvarias épocas
do ano. O objetivo deste trabalho foi verificar a variagdo no dos carboidratos em 06rgédos
subterraneos de C. exsucca em diferentes fases fenoldgicas; verificar as condi¢Ges étimas de
atividade enzimatica de sacarose: sacarose frutosiltransferase (1-SST), frutano exohidrolase (1-
FEH) e invertase (INV) e analisar a atividade de 1-FEH nas diferentes fases fenoldgicas. Foram
realizadas extracdo e quantificacdo de carboidratos sollveis totais e a razdo oligossacarideo:
polissacarideo foi < 1 na senescéncia. As caracterizacdes enzimaticas foram realizadas em
diferentes condicGes de tempo, temperatura, pH e concentracdo de substrato. Em C. exsucca as
condigBes Gtimas para as enzimas do metabolismo de frutanos se assemelham as demais espécies
de Asteraceae. O delineamento composto central rotacional para a enzima 1-FEH permitiu
constatar que tempo de reacdo e pH foram significativos sobre a atividade de 1-FEH em C.
exsucca. Durante a brotacdo houve maior atividade de 1-FEH comparado as outras fases
fenoldgicas. Os frutanos armazenados nos 6rgdos subterraneos de C. exsucca e as caracteristicas
de suas enzimas sdo importantes para a manutencdo dessa planta, resultando em constante

rebrota e intensa fase reprodutiva, mesmo em estacao seca.

Palavras-chave: Cerrado, Chresta exsucca, fenologia, inulina, metabolismo de frutanos.



ABSTRACT

Phenological variation of fructans and partial characterization of sucrose: sucrose
fructosyltransferase (1-SST), fructan exohydrolase (1-FEH) and invertase (INV) in
underground organs of Chresta exsucca DC. (Asteraceae) - Climatic seasonality is a factor of
great influence in Cerrado plants. In phases of high energetic demand, carbohydrate
accumulation becomes an important resource for the maintenance of plants in adverse
environmental conditions, such as drought, cold and fire. Thus, the study of enzymes of
carbohydrate metabolism is important in understanding metabolic strategies used by these plants.
Chresta exsucca has inulin-type fructans and a distinct phenological profile compared to other
Asteraceae species from Cerrado. This species flowers in the dry season and resprouting occurs
throughout the year. The objective of this work was to verify the carbohydrate variations in the
underground organs of C. exsucca in different phenological phases; to verify the optimal
conditions for enzymatic activity of sucrose: sucrose fructosyltransferase (1-SST), fructan
exohydrolase (1-FEH) and invertase (INV) and to analyze 1-FEH activity in different
phenological phases of this species. Total soluble carbohydrate extraction and quantification
were performed and the ratio of oligosaccharide: polysaccharide was <1 in senescence.
Enzymatic characterization was carried out in different conditions of time, temperature, pH and
substrate concentration. The enzymatic conditions for fructan metabolism in C. exsucca resemble
other Asteraceae species. The central rotational compound design for 1-FEH showed that
reaction time and pH factors influenced 1-FEH activity in C. exsucca. Resprouting had higher 1-
FEH activity compared to other phenological phases. Therefore, fructans stored in the
underground organs of C. exsucca, as well as the characteristics of fructan enzymes are essential
for maintenance of this plant, resulting in constant resprouting and intense reproductive phase,

even in the dry season.

Keywords: Cerrado, Chresta exsucca, fructan metabolism, phenology, inulin.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Cerrado, tipico do Brasil Central, é constituido por diferentes fitofisionomias desde
formacdes campestres a formas mais densas, como o cerraddao (COUTINHO, 1990). No Cerrado
ocorrem duas estacdes bem definidas: uma chuvosa e outra estacdo seca (EITEN, 1977). O
periodo chuvoso ocorre entre outubro e abril e 0 seco entre maio e setembro; com temperaturas
anuais em torno de 23°C, a precipitacdo media anual do cerrado esté entre 1.200 e 1.800 mm
(COUTINHO, 2002).

A baixa disponibilidade de agua e a ocorréncia de fogo em periodos secos, bem como os
solos &cidos, sdo caracteristicas do Cerrado que podem limitar o desenvolvimento dos vegetais.
A presenca de 6rgdos subterraneos de resisténcia, remineralizacdo da biomassa e a ocorréncia de
suber com camadas espessas sdo algumas respostas adaptativas das plantas as pressoes
ambientais no Cerrado (COUTINHO, 2002). Adicionalmente, o acimulo de carboidratos em
Orgdos subterraneos é recurso importante para crescimento e desenvolvimento das plantas e
tornou-se caracteristica tipica dos grupos de vegetais que crescem no Cerrado (JOAQUIM et al.,
2014).

No estrato herbaceo do Cerrado, Asteraceae € uma familia de grande importéancia e
abrangéncia (BATALHA & MANTOVANI, 2001; CARVALHO et al., 2007; ROSSATTO et
al., 2013). Muitas espécies dessa familia acumulam frutanos no vaclolo das células
parenquimaticas de Orgdos subterraneos espessos (SILVA et al., 2015). Significativas
quantidades de frutanos sdo encontradas em 6rgdos subterraneos de varias espécies que ocorrem
no Cerrado (FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986; TERTULIANO & FIGUEIREDO-RIBEIRO,
1993); havendo, também, a possibilidade de estimulo da producdo desses carboidratos mediante
fornecimento de nitrogénio, como ocorreu em Chrysolaena obovata (Less.) M. Dematt.,
anteriormente denominada Vernonia herbacea (Vell) Rusby (CUZZUOL et al., 2003).

Frutanos sdo polimeros de frutose derivados da sacarose, 0os quais podem conter pelo
menos duas unidades de frutose adjacentes (VAN LAERE & VAN DEN ENDE, 2002) e
também possuem uma unidade interna ou uma unidade terminal de glicose (LEWIS, 1993).
Constituem o principal carboidrato de reserva em aproximadamente 15% das espécies de
Angiospermas (HENDRY, 1987) e em cerca de 60% das espécies de Asteraceae que ocorrem em
uma area restrita do cerrado em Moji-Guacu/SP, Brasil (CARVALHO et al., 2007). O
armazenamento dos frutanos nos vegetais é estimulado em altas concentracGes de sacarose e sua
hidrolise ocorre em periodos com alta demanda energética, como a brotagdo e crescimento
(VIEIRA & FIGUEIREIDO-RIBEIRO, 1993; RITSEMA & SMEEKENS, 2003).
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De acordo com o tipo de ligacdo glicosidica, diferentes tipos de frutanos podem ser
formados (Figura 1), os quais sdo encontrados em varios taxons de plantas. A inulina € uma série
linear com ligacBes do tipo B (2,1) entre as unidades de frutose e a menor formagdo € o
trissacarideo 1-cestose. Esse tipo de frutano é encontrado em C. obovata, Cichorium intybus L.,
Helianthus tuberosus L. e em outras Asteraceae (ASEGA & CARVALHO, 2004; VAN DEN
ENDE, 2013). Os levanos sdo lineares, com ligacGes do tipo B (2,6) e formados a partir do
trissacarideo 6-cestose, 0s quais constituem os principais tipos de frutanos encontrados em
monocotiledéneas (LIVINGSTON et al., 2009), em Amaranthaceae (SHIOMI et al., 1996;
SILVA et al.,, 2013) e em Pachysandra, uma Buxaceae (VAN DEN ENDE et al., 2011).
Frutanos ramificados possuem ligacdes do tipo B (2,1) e B (2,6), contendo levanos ou inulina
como estrutura principal e uma ou mais ramificagdes, e estdo presentes em Triticum aestivum L.
(trigo) e Hordeum vulgare L. (cevada) (BANCAL et al., 1992). Outros tipos de frutanos séo as
neosséries de inulina. Estas possuem ramificac¢des lineares com ligagdes do tipo B (2,1), porém
com uma molécula de glicose entre duas unidades de frutose, esse tipo de frutano é identificado
em Allium cepa L. e Asparagus officinallis L. (SHIOMI, 1989). As neosséries de levanos sdo
formadas a partir de moléculas de neocestose e possuem uma molécula interna de glicose como
na neossérie de inulina, todavia, com liga¢des do tipo B (2,6) (LIVINGSTON et al., 2009), sendo
encontrados em Avena sativa L. e Lolium temulentum L. (SIMS et al., 1992; LIVINGSTON et
al., 1993).

CH,OH "
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TCH '
- Hc{’cm/o : o H -
1HO w o H H OH i
i HO 2 CH,G‘II
1
MO ° wo_ o w___ !
1-cestose
H cg;i-i/o CHOH H {CH,OH o y
HO no BN w 2O HoiAe 2 Ho
HO-. 1 CH?:—O CH,OH
OH HO W | HO
6-cestose
H o CHLOH
S OH M 20
" e,
BCH?
CH,OH
H -0 & o] H
HO' A H 2 H OH
HO 1 CH,OH
oM O
neocestose

Figura 1 Estruturas iniciais dos trissacarideos de frutanos, conforme Waterhouse & Chatterton (1993). As
demarcac@es tracejadas indicam as moléculas de sacarose. As ligacdes entre os mondmeros sdo indicadas por
numeros adjacentes ao respectivo atomo de carbono.
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Edelman & Jefford (1968) propuseram o primeiro modelo para o metabolismo de
frutanos com base na inulina, o tipo de frutano presente nas Asteraceae e também 0 mais
conhecido e estudado (VAN LAERE & VAN DEN ENDE, 2002), encontrada em tubérculos de
Helianthus tuberosus. De acordo com esse modelo, a sintese de inulina é iniciada pela formacao
do trissacarideo 1-cestose por meio da enzima sacarose: sacarose 1-frutosiltransferase (1-SST,
EC 2.4.1.99). Em seguida, a enzima frutano: frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT, EC 2.4.1.100)
é a responsavel pelo alongamento da cadeia de frutanos, transferindo um residuo de frutose de
uma molécula com grau de polimerizagdo igual ou superior a 3 para outra molécula de frutano. A
frutano 1-exohidrolase (1-FEH, EC 3.2.1.153) realiza a hidrolise de frutanos por meio da retirada
gradativa da ligacdo terminal B (2,1) ndo redutora da molécula; a enzima degrada apenas
frutanos, sendo incapaz de degradar sacarose (VAN DEN ENDE et al., 2002). A invertase (INV,
EC 3.2.1.26) hidrolisa a sacarose, disponibilizando glicose e frutose para posterior utilizagdo em
importantes processos metabdlicos (ROOVER et al., 1999; ROITSCH et al., 2003).

A ocorréncia de frutanos nos vegetais esta relacionada aos mecanismos de sobrevivéncia
das plantas em estacOes frias e secas, indicando a importancia desses carboidratos nessas
condi¢des (RITSEMA & SMEEKENS, 2003). Alem da atuacdo como molécula de reserva, 0s
frutanos desempenham importante papel como antioxidantes (PESHEV et al., 2013); na
estabilizacdo de membranas (HINCHA et al., 2000; VEREYKEN et al., 2001; HINCHA et al.,
2002; RITSEMA & SMEEKENS, 2003) e na reducdo do potencial osmoético das células
(BIELESKI, 1993; VERGAUWEN et al., 2000).

Nesse sentido, os estudos sobre o metabolismo de frutanos e sobre as enzimas que
possibilitam sua sintese e utilizacdo, fornecem subsidios para compreensdo dos mecanismos

fisiolGgicos de sobrevivéncia, utilizados por espécies do Cerrado em condic¢des adversas.

2 JUSTIFICATIVA

A significativa atuacdo dos frutanos na protecéo e resisténcia dos vegetais submetidos a
condicdes de estresse tém impulsionado os estudos sobre as propriedades e funcionalidades
desses carboidratos. Para isso, 0 estudo das enzimas que participam do metabolismo dos frutanos
torna-se primordial, ja que as etapas do metabolismo sdo determinadas por essas proteinas e, em
decorréncia de importantes atuacGes no mecanismo de defesa das plantas e de seu potencial de
utilizacdo, os frutanos sao interessantes do ponto de vista cientifico.

Condic¢oes abioticas como reducdo de agua e o excesso de frio propiciaram um ambiente

evolutivo que conduziu & adaptacdo para a sintese e acimulo de frutanos nas plantas (HENDRY
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& WALLACE, 1993). O metabolismo de frutanos mediado pelas frutosiltransferases resultou em
mecanismos de resisténcia e adaptacdo das especies presentes em ambientes de clima frio e seco.
Isso pode ser observado quando verificam-se altera¢cGes no grau de polimerizacdo das moléculas
de inulina, as quais ocorrem em diferentes fases fenoldgicas de uma mesma espécie. Em
Cichorium intybus, Helianthus tuberosus, Chrysolaena obovata e Aldama discolor (Backer) E.
Schiller & Panero (anteriormente nomeada Viguiera discolor Backer), o grau de polimerizacao
varia com a fase fenoldgica, predominando oligossacarideos nas fases de brotagdo e floragdo e
polissacarideos na fase de dorméncia. Neste sentido, compreender o padrdo do metabolismo de
frutanos em C. exsucca permite verificar a influéncia da fenologia nos mecanismos de resisténcia
e adaptacao dessa especie.

A inulina é o tipo de frutano mais conhecido e estudado, encontrado em Vvérias espécies
de Asteraceae (Van den Ende & Van Laere, 2002). E um carboidrato de reserva muito utilizado
em dietas de baixa caloria substituindo o acucar, ja que contém baixo indice calérico (Carvalho
et al. 2007). Na inddstria farmacéutica inulina é utilizada para prevencao de doencas intestinais,
por meio da producdo de prebiodticos e, também, utilizada para tratamento da osteoporose
(Carvalho et al. 2007; Kinget et al. 1998; Tomomatsu, 1994). Assim, novas fontes de inulina
podem ser estudadas para aplicacdes biotecnolégicas (Carvalho et al. 2007).

O estudo da enzima 1-FEH torna-se promissor, visto que, FEHs sdo encontradas em
plantas produtoras e ndo produtoras de frutanos (VAN DEN ENDE et al., 2003b; CONINCK et
al., 2007). Em C. obovata, a enzima é estimulada em condi¢des de frio e, principalmente,
desfolha. As espécies C. intybus, P. sonchifolia e A. discolor apresentaram intensificacdo da
atividade de 1-FEH sob o efeito de desfolha, nas quais as condi¢bes de estresse favorecem a
significativa atuacdo de 1-FEH.

N&o ha estudos sobre 0 metabolismo de frutanos em Chresta exsucca, portanto, conhecer
o funcionamento e as propriedades que regulam seu metabolismo é fundamental para
compreender 0s mecanismos de sobrevivéncia e reproducdo de espécies que vivem em condicbes
de Cerrado, além de possibilitar 0 manejo e producéo desses carboidratos. A espécie apresenta
fenologia distinta se comparada a outras espécies de Asteraceae, visto que a fase de floragédo
ocorre em periodo de seca e a fase de senescéncia em periodo chuvoso.

Esse fator ressalta a importancia da continuidade dos estudos a respeito das enzimas que
participam do metabolismo de frutanos em espécies do Cerrado, visto que tais carboidratos
contribuem para mecanismos fisioldgicos de resisténcia a estresse e condigdes adversas. Alem
disso, frutanos do tipo inulina sdo promissores para utilizacdo na inddstria alimenticia e

farmacéutica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as variacdes no metabolismo de frutanos nos 6rgaos subterraneos de Chresta
exsucca DC. ocorrente no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros (GO) em diferentes fases

fenologicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as variagOes quantitativas e qualitativas dos frutanos nas raizes de C. exsucca
em diferentes fases fenoldgicas.

Determinar as condi¢cdes 6timas de atividade como tempo, temperatura e pH para as
enzimas (1-SST, 1-FEH e invertase) nessa espécie;

Verificar as variag@es da atividade da enzima 1-FEH em diferentes fases fenoldgicas.

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 ORIGEM DAS FRUTOSILTRANSFERASES

Os frutanos e as principais enzimas envolvidas em seu metabolismo sdo encontrados no
vacuolo celular (FREHNER et al., 1984) podendo, também, ocorrer no apoplasto (VAN DEN
ENDE et al., 2005b; LIVINGSTON & HENSON, 1998). Acredita-se que ancestrais das
invertases vacuolares originaram as frutosiltransferases capazes de metabolizar os frutanos
(RITSEMA et al., 2006). A provavel origem das enzimas SST e FFT sdo as invertases do tipo
vacuolar, ao passo que FEHs originaram a partir das invertases da parede celular (RITSEMA &
SMEEKENS, 2003; VALLURU & VAN DEN ENDE, 2008).

Ao tracar a filogenia das frutosiltransferases, sugere-se que as enzimas envolvidas na
sintese de frutanos evoluiram independentemente em monocotiledéneas e dicotiledéneas (VAN
DEN ENDE et al., 2002). Ancestrais de invertases vacuolares de plantas ndo produtoras de
frutanos, duplicaram-se em invertases vacuolares | e Il, provavelmente antes da divisdo em
monocotiledoneas e dicotiledéneas. A partir de invertases vacuolares do tipo Il, formas
precursoras de 1-SST especializaram-se em diferentes formas auténticas de 1-SSTs e, também,

1-FFTs (VAN DEN ENDE, 2013). As invertases vacuolares do tipo | sdo relacionadas a origem
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de 6-SST e 6-SFT (sacarose: frutano 6-frutosiltransferase) em Pachysandra terminalis Siebold &
Zucc., uma eudicotiledénea basal. Esse fato é considerado um marco evolutivo recente e
confirma a origem polifilética das enzimas que fazem parte do metabolismo de frutanos (VAN
DEN ENDE et al., 2011). A origem das enzimas que possibilitam a biossintese de frutanos pode
ter ocorrido em pelo menos quatro momentos durante o processo de diversidade evolutiva das
plantas, a partir de seis td&xons em que sabidamente ha acimulo de frutanos: chicoria, trigo,
azevém, cebola, Agave e Pachysandra (VAN DEN ENDE, 2013).

As enzimas FEHs e as invertases da parede celular podem ter originado a partir de um
mesmo ancestral (B-frutosidase) por esse motivo, determinadas enzimas FEHs atuam no
apoplasto (LIVINGSTON & HENSON, 1998; VAN DEN ENDE et al., 2005a; LE ROY et al.,
2008). FEHs e invertases sdo muito similares em estrutura, mesmo que apresentem
funcionalidades enzimaticas e preferéncias por substratos distintas (frutanos e sacarose,
respectivamente), as sequéncias de aminoacidos dessas enzimas sdo altamente homologas (VAN
DEN ENDE et al., 2002; CONINCK et al., 2005).

4.2 ENZIMA DE SINTESE DA 1-CESTOSE: 1-SST

A 1-SST é a enzima que catalisa a formacdo do trissacarideo 1-cestose. A partir da
sacarose, a 1-SST transfere uma molécula de frutose para o carbono-1 da frutose de outra
molécula de sacarose, resultando na sintese de 1-cestose e liberando glicose (VAN LAERE &
VAN DEN ENDE, 2002). Portanto a 1-SST € a enzima da etapa inicial de sintese da série da
inulina, produzindo 1-cestose e glicose a partir de elevadas concentracdes de sacarose (VAN
DEN ENDE et al., 1996). A atividade da 1-SST é estimulada na presenca de fotoassimilados,
pois 0 aumento na concentracdo de sacarose poderia induzir o gene regulador de 1-SST
(CARVALHO et al., 2007).

Em gramineas, a atividade enzimética de 1-SST foi detectada em Hordeum vulgare
(cevada) (SIMMEN et al., 1993). Apos exposicdo a luz continua, as folhas excisadas da espécie
apresentaram significativo acimulo de carboidratos. Durante as primeiras horas de iluminacao, o
principal carboidrato encontrado foi a sacarose; 0s niveis de glicose e frutanos aumentaram nas
horas seguintes. A presenca de 1-cestose foi predominante no inicio da exposicdo, evidenciando
a acdo da enzima 1-SST (SIMMEN et al., 1993). Ainda nesse estudo, foi detectada a atividade
da invertase, havendo formacdo de glicose e frutose, mas sem formacdo de trissacarideos.
Caracterizou-se dois tipos de invertases, sendo denominadas invertases | e 1. A atividade 6tima

de invertase I, por exemplo, ocorreu em temperatura de 30°C e invertase Il em temperatura de
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45°C. Sugere-se que a invertase possa atuar como uma enzima frutosidase, enzima responsavel
pela hidrolise de oligossacarideos, bem como frutosiltransferase (SIMMEN et al., 1993).

Em eudicotileddneas, Aldama discolor acumula até 80% de frutanos em sua massa seca,
com predominancia de polissacarideos. A atividade de 1-SST foi caracterizada pela sintese de 1-
cestose, a partir da sacarose, sendo que a temperatura 6tima de atividade foi de 30°C e o pH 6.
Nessa espécie a 1-SST apresenta aumento de atividade no inicio da dorméncia das raizes,
portanto sua atividade é influenciada pela fenologia (ITAYA et al., 1999).

Em C. obovata verificou-se que a atividade de 1-SST é distribuida de forma desigual nos
rizoforos da espécie, nos quais altos valores de atividade sdo registrados em tecidos jovens, na
regido distal do 6rgdo e valores reduzidos de atividade da enzima em regifes proximais. Além
disso, verificou-se alto contetdo de fruto-oligossacarideos na regido distal, detectados em todas
as fases de desenvolvimento (salvo brotacdo), caracterizando tais tecidos como aptos para sintese
de frutanos e possibilitando a alta atividade de 1-SST nessa regido ao longo de quase todo o ciclo
de desenvolvimento da planta (PORTES & CARVALHO, 2006).

Os brotos de Cichorium intybus (chicéria) ndo apresentam atividade de sacarose:
sacarose 1 fructosiltransferase (1-SST), todavia, apds submisséo a seca observa-se aumento da
atividade de 1-SST e consequente elevacdo da concentracdo de frutanos nas raizes e folhas da
planta (ROOVER et al., 2000). Seca e reducdo da quantidade nitrato também induzem atividade
de 1-SST nessa espécie (AMEZIANE et al., 1997; ROOVER et al., 2000). De acordo com Van
den Ende & Van Laere (1996), a atividade de 1-SST esté relacionada ao crescimento da raiz de
chicoria, pois a acdo da enzima diminui gradualmente ao longo da estacdo de crescimento, sendo
gue, ao cessar o crescimento da raiz, a atividade de 1-SST também é interrompida.

Nesse sentido, em resposta a condi¢fes de baixas temperaturas, altas concentracdes de
gas carbonico, deficiéncia de oxigénio nos tecidos ou excisdo de folhas, os frutanos podem
desempenhar importantes funcdes fisioldgicas, sendo a atuacdo de 1-SST primordial para iniciar
a sintese da série da inulina (ALBRECHT et al., 1993; PERSON & CAIRNS, 1994; SMART et
al., 1994).

4.3 ENZIMA DE PROCESSAMENTO DA MOLECULA DE INULINA: 1-FFT
A enzima 1-FFT catalisa a transferéncia de residuos de frutose entre moléculas de

frutanos e sua atividade contribui para o grau de polimerizacdo medio. As diferentes espécies de

vegetais podem apresentar inulina com distintos graus de polimerizagéo.
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A inulina armazenada em Cichorium intybus e H. tuberosus apresenta grau de
polimerizacdo GP em torno de 35 (POLLOCK et al., 1996) e Chrysolaena obovata possui GP
em torno de 40, podendo ocorrer variagcdes entre as fases fenoldgicas (CARVALHO et al., 1998;
PORTES et al., 2008). Os drgaos subterraneos de Polymnia sonchifolia apresentam inulina com
grau de polimerizacdo médio menor que 10 (OHYAMA et al., 1990). Padr6es de distribuicdo de
inulina purificada (livre de sais e outras proteinas) foram determinados em analises por
cromatografia de permeacdo em gel. Observou-se que 76% da inulina de H. tuberosus
apresentou GP superior a 40. Em Dahlia variabilis Hort. 65% das amostras de inulina
apresentaram alto GP e, em Cynara scolymus L., registrou-se 100% de moléculas de inulina
purificada com GP superior a 40 (PRAZNIK & BECK, 1985). Tais informacdes ressaltam que
diferentes graus de polimerizagdo ocorrem em distintas espécies, condi¢do modulada por 1-FFT.

Em A. discolor, o grau de polimerizacdo médio da inulina é de 150 (ISEJIMA &
FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993). Inulina com alto grau de polimerizacdo também é encontrada
em Echinops ritro L. (VERGAUWEN et al., 2003) e Cynara scolymus (PRAZNIK & BECK,
1985; HELLWEGE et al., 1998).

Acredita-se que as caracteristicas da 1-FFT sdo as responsaveis pelas diferencas no GP
entre as espécies. Diferencas nas afinidades de 1-FFT por um substrato doador ou receptor
resultam em diferentes graus de polimerizacdo na serie de inulina (CARVALHO et al., 2007;
LIVINGSTON et al., 2009). As caracteristicas da 1-FFT de cada espécie sdo fundamentais para
regulacdo do grau de polimerizacdo dos frutanos, o qual pode ser influenciado por fatores
ambientais. (ITAYA et al., 1997).

Os genes que codificam 1-FFT de H. tuberosus e C. scolymus introduzidos em
protoplastos de tabaco (Nicotiana sp.) mostraram que a inulina produzida por 1-FFT de C.
scolymus foi maior que a inulina resultante em H. tuberosus, pela mesma enzima. Esse resultado
indica que as caracteristicas da 1-FFT determinam o comprimento da cadeia de inulina a ser
sintetizada nestas espécies (HELLWEGE et al., 1998).

A 1-FFT também pode atuar na reducéo do grau de polimerizacdo dos frutanos, uma vez
que modifica o tamanho e a distribuicdo desses compostos (LASSEUR et al., 2006);
normalmente, a enzima mantém niveis constantes de atividade, o que favorece a acdo da enzima
também na reducdo da cadeia de frutanos durante a mobilizacdo e auxiliando a atuacdo da
atividade de 1-FEH (CARVALHO et al., 2007).

Em chicdria, a auséncia de atividade da 1-SST induz 1-FFT a utilizar a sacarose como
substrato receptor para unidades de frutosil dos frutanos com alto grau de polimerizacéo,
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contribuindo para resisténcia ao frio e facilitando a hidrdlise de inulina (VAN LAERE & VAN
DEN ENDE, 2002).

No estudo comparativo da sequéncia de aminoécidos da 1-FFT de A. discolor (que
acumula inulina com alto GP) e H. tuberosus (que acumula inulina com GP médio de 35),
verificou-se mais de 90% de semelhanca entre as duas espécies (DE SADELEER et al., 2015).
Ap0s alteracdo de aminoacidos nas posicdes M19F e H308T no sitio ativo da 1-FFT de A.
discolor, verificou-se a reducdo na capacidade de producdo de moléculas de inulina com alto
grau de polimerizacéo, indicando que o GP depende da correta sequéncia desses aminoacidos em
1-FFT (DE SADELEER et al., 2015).

Além disso, 1-FFT atua em condigdes especificas, sendo varidveis entre diferentes
espécies. Em Chrysolaena obovata o tempo de reacéo para 1-FFT foi de 6 horas e a temperatura
30 °C (ASEGA & CARVALHO, 2004; PORTES et al., 2008). Em Cichorium intybus o melhor
pH para atividade da enzima foi de 5,2, temperatura 30 °C e tempo 6timo de 60 minutos
(KUSCH et al., 2009). Em H. tuberosus o melhor pH para atividade da enzima foi de 5,5 e
temperatura 25 °C (KOOPS & JONKER, 1994).

4.4 ENZIMA DE HIDROLISE DA MOLECULA DE FRUTANO: 1-FEH

As plantas que acumulam frutanos normalmente ocorrem em locais sujeitos ao frio e/ou
seca (HENDRY & WALLACE, 1993). Em situagOes de estresse, a planta necessita utilizar
frutose livre para realizar processos metabolicos, como crescimento e reproducdo; assim, a
degradacdo dos frutanos é necessaria. A hidrdlise de frutanos € possivel pela
acdo da enzima frutano exohidrolase (1-FEH) (EDELMAN & JEFFORD, 1968; FREHNER et
al., 1984). A 1-FEH transfere uma unidade terminal de frutosil, a partir de um frutano, para a
agua. As 1-FEHs diferem-se das invertases pelo substrato utilizado, enquanto a 1-FEH utiliza
frutanos, a invertase utiliza sacarose como substrato principal (VERHAEST et al., 2007).

FEHs desempenham fung¢Ges importantes nas plantas que sintetizam frutanos: hidrolisam
as reservas de frutanos (VAN DEN ENDE et al., 2001), o que aumenta a quantidade de frutose
livre e a concentracdo de frutanos com baixo GP, sob condicGes de estresse (VAN LAERE &
VAN DEN ENDE, 2002) e fornece substrato para obtencéo de energia e crescimento em fases de
alta demanda.

Desse modo, a producéo de oligossacarideos, possibilita a redugdo do potencial osmatico
(BIELESKI, 1993; VERGAUWEN et al., 2000) e contribui para tolerancia ao frio por meio da
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estabilizacdo de membranas (HINCHA et al., 2000). Assim, a enzima atua na determinacdo do
padréo e do grau de polimerizacdo final dos frutanos (VAN DEN ENDE et al., 2003a).

Edelman & Jefford (1964) indicaram possivel atividade de duas enzimas 1-FEHs em H.
tuberosus. Claessens et al. (1990) também sugeriram a ocorréncia de uma segunda enzima 1-
FEH, contudo, apenas mais tarde descreveu-se a purificacdo de 1-FEHII em raizes de chicédria
(ROOVER et al., 1999). A enzima purificada foi capaz de hidrolisar liga¢des B (2,1) em inulina
e a frutose ndo interferiu nas atividades de 1-FEHII. Todavia, a sacarose inibiu
significativamente sua agdo, demonstrando que trata-se, de fato, de uma enzima frutano
exohidrolase e ndo de uma invertase, a qual necessita de sacarose como substrato (ROOVER et
al., 1999).

Diferentes tipos de FEHs sdo conhecidas em plantas produtoras e ndo produtoras de
frutanos, como: 1-FEH, 6-FEH e 6&1-FEH (CONINCK et al., 2007). 6-FEH foi caracterizada
em Beta vulgaris L., espécie que ndo produz frutanos. Embora a funcdo dessa enzima néo esteja
bem definida, foi proposto que sua atividade pode estar ligada a defesa contra patégenos (VAN
DEN ENDE et al., 2003b). Efeitos de desfolha na inducdo de atividade de 1-FEH também foram
estudados e verificados em P. sonchifolia (FUKAI et al., 1997) e A. discolor (DEGASPERI et
al., 2003).

FEHs tém sido clonadas a partir de chicoria e trigo. As enzimas sdo ativadas em
condicbes que causam a degradacdo de frutanos. A ativacdo de 1-FEH, nomeada 1-FEHI, esta
condicionada ao frio (ROOVER et al., 1999). Contudo, a expressao de 1-FEHII é induzida tanto
pelo frio quanto pela desfolha (VAN DEN ENDE et al., 2001; VAN LAERE & VAN DEN
ENDE, 2002). No trigo, as duas isoformas degradam liga¢des do tipo B (2,1) (VAN DEN ENDE
et al., 2003a). 1-FEHI e 1-FEHII possuem 98% de similaridade, todavia, algumas propriedades
sdo diferenciadas entre essas enzimas, 1-FEHI, por exemplo, € inibida em maior intensidade na
presenca de sacarose (ROOVER et al., 1999); o peso molecular também € distinto, em C.
intybus, o peso molecular de 1-FEHI é de 68kDa (CLAESSENS et al., 1990) e de 1-FEHII foi
estimado em 64kDa (ROOVER et al., 1999).

Com base nos estudos de Roover et al. (1999), duas isoformas de enzimas independentes
e ativas foram purificadas e nomeadas 1-FEHIla e 1-FEHIIb (VAN DEN ENDE et al., 2001). As
isoformas 1-FEHIIla e 1-FEHIIb foram purificadas a partir de raizes de chicoéria (C. intybus) e de
folhas de endivia belga (Cichorium endivia L.), esta apresenta altas concentragdes de 1-FEHIla
(VAN DEN ENDE et al., 2001). Verhaest et al. (2005) descreveram a estrutura de 1-FEHIla em

chicoria, a enzima apresenta atividade acentuada na espécie quando ocorre a desfolha, indicando
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que esta enzima pode ser estimulada em qualquer fase do desenvolvimento, sempre que
necessario (ROOVER et al., 1999; VAN DEN ENDE et al., 2001).

Em C. obovata, 1-FEH também foi clonada e caracterizada (ASEGA et al., 2008). A
enzima foi detectada em rizoforos da espécie na fase de brotacdo e realizou hidrolise
predominantemente de ligac@es tipo B (2,1). A atividade enzimatica de 1-FEH em C. obovata foi
inibida em 81% na presenca de sacarose. Desfolha e baixa temperatura também induziram
atividade de 1-FEH na espécie (ASEGA & CARVALHO, 2004; PORTES & CARVALHO,
2006; ASEGA et al., 2008). As condi¢des para os ensaios com 1-FEH em diferentes espécies

estdo na tabela 1.

Tabela 1 CondigBes 6timas para a atividade enzimatica de 1-FEH em diferentes espécies. Fatores: tempo de reacao,
temperatura de incubacéo e pH.

Espécie d-erigggo Temperatura pH Artigo
Cichorium intybus 1h 35°C 55 KUSCH et al.,2009
Chrysolaena obovata 2h 40 °C 55 ASEGA & CARVALHO, 2004
Helianthus tuberosus 1h 40 °C 5,2 MARX et al., 1997
Triticum aestivum 1h 30°C - VAN DEN ENDE et al., 2003a

4.5 ENZIMA DE HIDROLISE DA SACAROSE: INVERTASE

As invertases desempenham funcgdo essencial no metabolismo da sacarose, sendo capaz
de hidrolisd-la (ROOVER et al., 1999; VERHAEST et al.,, 2007). A enzima possui genes
silenciosos e genes expressos que sao induzidos em locais e duracdes altamente especificos
(GODT & ROITSCH, 1997; STURM, 1999). Nos vegetais, as invertases sdo classificadas em
apoplasticas, citoplasmaticas ou vacuolares (STURM, 1999). As invertases localizadas no
apoplasto e no vacuolo desempenham funcdes fundamentais no metabolismo das plantas e sédo
classificadas como invertases do tipo 4acidas (ROITSCH et al., 2003). Ao hidrolisar
irreversivelmente a sacarose, as invertases apoplasticas possibilitam a liberagdo de
monossacarideos, 0s quais sdo transportados para o interior da célula e disponibilizados
rapidamente, de acordo com a necessidade da planta (ROITSCH et al., 2003).

A atividade das invertases possibilita aumento da pressdo osmotica das células,
estimulando o alongamento das células e crescimento do vegetal (GIBEAUT et al.,1990). Genes
de invertases acidas tém sido relacionados a regulacdo de ferimentos em plantas, como em
tubérculos de Ipomoea batatas Lam. (batata doce) (MATSUSHITA & URITANI, 1974) e no
apice das raizes de Daucus carota L. (cenoura selvagem) (STURM & CHRISPEELS, 1990), nas



31

quais apos ferimentos ou tecidos envelhecidos, aumento na expressdo génica e na atividade de
invertases apoplasticas foi detectado. A correlacdo entre 0 aumento na atividade de invertase e a
incidéncia de patégenos também foi estudada (STURM & CHRISPEELS, 1990).

As invertases também podem atuar em conjunto com fitorménios, exercendo importantes
funcbes no metabolismo primario das plantas (ROITSCH et al., 2003); auxiliando em seu
desenvolvimento por meio da regulacdo da fotossintese e em respostas a estimulos externos,
como estresse (ROITSCH & GONZALEZ, 2004). Giberelinas promovem alongamento das
celulas e sdo fundamentais para inducdo da floracdo. Esse horménio tem sido relacionado ao
aumento de atividade de invertase em varios orgdos de plantas como caule de cana-de-agucar
(SACHER et al., 1963), tubérculos de alcachofra de Jerusalém (EDELMAN & HALL, 1964),
beterraba (PALMER, 1966), hipocotilos de lentilha (SEITZ & LANG, 1968) e entrends de feijao
(MORRIS & ARTHUR, 1985) e aveia (KAUFMAN et al., 1973). Além de giberelinas, outros
fitormbnios atuam em conjunto com as invertases. As citocininas sdo relacionadas ao
crescimento do vegetal e contribuem com maior disponibilidade de carboidratos; os
brassinosterdides estimulam a atividade de invertases &acidas; o &cido abscisico aumenta
atividade de invertases e, ainda, o etileno estimula a reducdo da atividade das invertases
(possivelmente para estimulo da frutificacdo por meio da ativacdo de outras enzimas). A
regulacdo de invertases pelos fitormoénios esta interligada a capacidade de defesa da planta em
respostas a ataques de patdgenos ou outros danos (ROITSCH et al., 2003).

Em Cichorium intybus, invertase apresenta 6timo de atividade em pH 5,2, temperatura
30°C e tempo de 60 minutos (KUSCH et al., 2009). Em Chrysolaena obovata o pH étimo é 5,5,
temperatura é de 30 °C e o tempo 6timo de reacdo 4 horas (ASEGA & CARVALHO, 2004).

4.6 INULINA: ANALISES FUNCIONAIS

A inulina ¢é o tipo de frutano mais conhecido e estudado (VAN LAERE & VAN DEN
ENDE, 2002). E um carboidrato com diversas aplicacdes na indlstria (CARVALHO et al.,
2007) e de significativa utilidade em mecanismos de defesa, podendo atuar como antioxidante
(PESHEV et al., 2013); na estabilizacdo de membranas (HINCHA et al., 2000; VEREYKEN et
al., 2001; HINCHA et al., 2002; RITSEMA & SMEEKENS, 2003) e na redugéo do potencial
osmotico das células (BIELESKI, 1993; VERGAUWEN et al., 2000).

A atuacdo da inulina como antioxidante é fundamental para conservacdo e protecdo do
vegetal em condigOes de estresse (PESHEV et al., 2013). Fatores bioticos e abidticos como

excesso de luz, desequilibrio de nutrientes, seca e herbivoria podem causar o estresse oxidativo,
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resultando na intensificacdo da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (PESHEV et
al., 2013). Essas moléculas reativas sdo bastante toxicas aos vegetais (ELSTNER & OSSWALD,
1994), sdo produzidas principalmente durante a respiracéo e a fotossintese (MOLLER, 2001). As
EROs podem induzir a degradacdo oxidativa dos lipideos, alterando a conformacgdo da
membrana plasmatica e desintegrando-as; bem como oxidar DNA e proteinas. Nesse sentido, 0s
frutanos, principalmente do tipo inulina, exercem a funcdo de antioxidantes, capturando EROs e
impedindo que danos sejam causados a célula (PESHEV et al., 2013). No que se refere a
estabilizacdo de membranas, a inulina com grau médio de polimerizacdo estabiliza lipossomos
durante estresse, interagindo com os lipidios da membrana e resultando em efeitos de protecdo
celular (HINCHA et al., 2000; VEREYKEN et al., 2001; HINCHA et al., 2002).

A participacdo do metabolismo de frutanos na reducdo do potencial osmoético foi
demonstrada durante a expansdo das pétalas de Hemerocallis sp. e de Campanula rapunculoides
L. Quando ocorre a hidrolise dos frutanos, ha reducdo no potencial osmotico, o que leva a
reducdo no potencial hidrico para direcionar o movimento da agua, necessaria para O
alongamento celular (BIELESKI, 1993; VERGAUWEN et al., 2000).

4.7 VARIACAO DE FRUTANOS DEVIDO A SAZONALIDADE

O Cerrado, considerado um dos 25 hotspots mundiais, € reconhecido por altos indices de
biodiversidade (MYERS et al., 2000). E 0 2° maior bioma brasileiro e ocupa cerca de 23% do
territorio nacional (RATTER et al., 1997). Tal representatividade é possivel em decorréncia de
inmeros mecanismos adaptativos adquiridos ao longo do processo evolutivo. Os vegetais
desenvolveram estratégias de sobrevivéncia que tornaram possivel a perpetuacdo das espécies
em condigdes tipicas do Cerrado.

A sazonalidade climatica exerce influéncia sobre fenologia da planta e,
consequentemente, no metabolismo de frutanos. Declinio de frutanos e aumento na concentracao
de frutose ocorrem durante a brotagdo e floracdo de Chrysolaena obovata, ja no periodo de
dorméncia, maiores quantidades de frutanos foram registradas (CARVALHO & DIETRICH,
1993). Em Taraxacum officinale L. registrou-se alteragcdo no grau de polimerizacdo dos frutanos
com a chegada da estagé@o seca, havendo aumento da frutose e diminuicdo de frutanos com alto
grau de polimerizacdo (WILSON et al., 2001). Em espécies como Gomphrena macrocephala,
Aldama discolor e Chrysolaena obovata, por exemplo, a brotacdo ocorre no inicio do periodo
chuvoso e a floragdo no periodo com maior indice de precipitagdo; durante o periodo de seca,

essas espécies encontram-se na fase de dorméncia do sistema subterraneo (CARVALHO &
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DIETRICH, 1993; ISEJIMA & FIGUEIREDO-RIBEIRO, 1993; VIEIRA & FIGUEIREIDO-
RIBEIRO, 1993). Nesse sentido, a ocorréncia de chuvas constitui um dos principais fatores para
mudangas fenol6gicas nos vegetais (CHAMBERS et al., 2013). Em Ichthyothere terminalis,
observou-se que a sazonalidade exerce maior influéncia no controle do metabolismo de frutanos
do que a fenologia (ALMEIDA et al., 2017).

Portanto, o armazenamento de carboidratos € fundamental para o ideal desenvolvimento
da planta durante as variacGes de temperatura, disponibilidade hidrica e/ ou estresse ao longo do
ano. Esse estoque energético possibilita eficaz recuperacdo da biomassa e desenvolvimento do
vegetal apds determinado estresse ou condicdo adversa (SUZUKI & STUEFER, 1999).

4.8 GENERO Chresta

Chresta é um género adaptado as condicBes aridas do cerrado, campo limpo e campo
rupestre, em elevacGes de 500 a 2400 m (MACLEISH, 1985). Essas condi¢cdes ocorrem na
regido da Chapada dos Veadeiros, regido que foi formada durante o periodo Quaternario e
tornou-se local de reflgio para varias populacdes de organismos no Pleistoceno. MacLeish
(1985) afirma que é possivel que a regido da Chapada dos Veadeiros tenha sido o alicerce para
dispersdo e diversificacdo de espécies de Chresta. Esta unidade de conservacdo apresenta
importante riqueza de biodiversidade e endemismo de espécies (MUNHOZ & FELFILI, 2006).

Chresta exsucca é um subarbusto com folhas alternas espiraladas, sésseis, lamina foliar
eliptica. Sinflorescéncia corimbiforme, flores sédo lilas e o fruto é do tipo cipsela. Um individuo
pode atingir até 2 metros de altura. No Brasil sdo reportadas 15 espécies para o género Chresta,
sendo 14 endémicas e oito sdo restritas ao Cerrado. Dentre essas 15 espécies, apenas C. exsucca
ocorre, também, na Bolivia (SINISCALCHI, 2016). A espécie ocorre com predominancia na
regido Centro-Oeste do Brasil (BFG, 2015).

Os sistemas subterraneos de Chresta podem ser distintos entre as espécies. Chresta
curumbensis  (Philipson) H.Rob. apresenta raizes tuberosas, enquanto que Chresta
sphaerocephala DC. possui sistema difuso (APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2008). Em C.
exsucca observa-se um padrdo prioritariamente tuberoso, contudo, alguns individuos apresentam
sistema difuso, observado em rebrotas.

Chresta sphaerocephala foi documentada como a espécie mais frequente em fragmentos
de Cerrado (ALMEIDA et al., 2005). A espécie acumula frutanos do tipo inulina no parénquima
cortical e vascular das raizes laterais e um Unico individuo pode ocupar uma éarea de ate 10
metros de diametro (APPEZZATO et al., 2008).
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Chresta curumbensis também apresenta longas cadeias de frutanos do tipo inulina (GP
>50) no sistema subterraneo (JOAQUIM et al., 2014). C. curumbensis apresentou 25% de
carboidratos solUveis na massa seca e cristais de inulina foram visualizados no cilindro vascular,
especificamente no parénquima de reserva das raizes tuberosas. Esses fatores podem estar
relacionados as estratégias adaptativas da planta em condi¢des de seca e fogo (JOAQUIM et al.,
2014).

C. exsucca é fonte promissora de compostos bioativos. A composi¢do quimica de extratos
brutos inclui esterdides, triterpenos e flavonoides (SCHINOR et al., 2006). Além disso, atividade
tripanocida, leishmanicida, antibacteriana e antifingica foram estudadas, mostrando resultado
positivo no combate ao Leishmania amazonensis e inibindo o crescimento de cepas de bactérias
como Staphylococcus aureus penicilinase, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli
(SCHINOR et al., 2006). Entretanto, os frutanos ainda ndo foram estudados nessa espécie e este
trabalho é o primeiro a descrever os frutanos em uma espécie ocorrente no Parque Nacional da

Chapada dos Veadeiros.
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CAPITULO |

A DINAMICA DOS FRUTANOS NOS ORGAOS SUBTERRANEQOS DE Chresta exsucca
(ASTERACEAE), UMA ESPECIE QUE FLORESCE EM ESTACAO SECA
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RESUMO

A dinamica dos frutanos nos érgaos subterraneos de Chresta exsucca (Asteraceae), uma
espécie que floresce em estacdo seca - A sazonalidade climatica influencia a fenologia das
plantas nativas do Cerrado. As ervas e subarbustos tendem a florescer na estacdo chuvosa. No
entanto, algumas espécies podem florescer na estacdo seca. Os carboidratos de reserva,
armazenados nos 6rgdos subterraneos, sao utilizados para dar suporte as fases de alta demanda
energética e, ainda, proteger as plantas dos danos causados por estresse ambiental. O objetivo
deste estudo foi avaliar as variacdes de carboidratos armazenados em diferentes fases fenologicas
nos 6rgaos subterraneos de Chresta exsucca. A espécie floresce na estacdo seca e possui sistema
subterraneo difuso, o qual armazena frutanos do tipo inulina. A fase de rebrota foi continua, sem
um periodo de dorméncia dos 6rgdos subterraneos. Os teores de oligossacarideos foram maiores
do que os polissacarideos, exceto na senescéncia, Unica fase com relacdo oligo: polissacarideo
<1. Portanto, as varia¢fes de frutanos em C. exsucca foram semelhantes a outras espécies de
Asteraceae quanto as fases fenoldgicas, todavia, os eventos fenolégicos ocorrem em periodos
distintos. Os frutanos armazenados nos 6rgdos subterraneos C. exsucca suprem as demandas
energéticas de desenvolvimento e manutencdo desta estrutura complexa, essencial para a
persisténcia desta espécie no meio ambiente e também para garantir a reproducdo em condicbes
severas, Como a seca.

Palavras-chave: Carboidratos ndo estruturais, Cerrado, fenologia, inulina, seca.
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ABSTRACT

Fructan dynamics in the underground organs of Chresta exsucca (Asteraceae), a dry season
flowering species - Climatic seasonality influences phenology of Cerrado native plants. Herbs
and subshrubs tend to flower in rainy season; however some species with this life form flower in
the dry season. Reserve carbohydrates, stored in the underground organs are used to support high
energy demanding phases, but also may protect plants from damage during environmental
constrains. The objective of this study was to evaluate the variations of stored carbohydrates at
different phenological phases in the underground organs of field-grown plants of Chresta
exsucca. This species flowers in dry season and has a diffuse underground system which stores
inulin-type fructans. Resprouting was continual, without a dormancy period of the underground
organs. Oligosaccharide contents were always higher than polysaccharides, except in senescence,
the only phase with oligo: polysaccharide ratio <1. Thus, fructan variations in C. exsucca were
similar to other Asteraceae species concerning the phenological phases, but the phenological
events occur at distinct periods. Fructans stored in the underground organs C. exsucca supply the
energetic demands for development and maintenance of this complex structure, which is
essential for the persistence of this species in the environment, and also to ensure reproduction in
harsh conditions, such as drought.

Keywords: Cerrado, drought, inulin, non-structural carbohydrate, phenology.
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1 INTRODUCTION

Cerrado occupies nearly 23% of the Brazilian territory and its vegetation has several
physiognomies throughout a wide geographical area (Ratter et al. 1997). Cerrado
phytophisiognomies are constituted by a gradient of forms, from grasslands to woodlands,
determined by abiotic factors, mainly soil fertility, water table depth and fire frequency (Franco
et al. 2014). Rainfall seasonality is another crucial determinant of the Cerrado. Rainy season
occurs from October to April, when most of rainfall precipitation occurs. In dry season, from
May to September, rainfall is considerably reduced to 0-50 mm (Silva et al. 2008), resulting in
soil water deficit, particularly for herbs and subshrubs (Rossatto et al. 2013).

Though these growth forms are affected by seasonal drought, they predominate in open
physiognomies of Cerrado and have high diversity compared to trees (Ratter et al. 1997).
Another feature of these plants is the high proportion of belowground phytomass (Haridassan
2000), very often represented by several morphological types of perennial organs with buds and
reserve compounds (Appezzato-da-Gléria et al. 2008). This enable plants to regrowth following
seasonal drought or fire.

Seasonality may also influence on the phenological cycle of Cerrado herbaceous plants
(Mantovani & Martins 1988). For this plant group, rainfall is positively correlated with the
number of flowering species. Herbs and subshrubs typically sprout with the first rains and
gradually develop as rainy season progresses. Reproduction occurs in the period with higher
water availability (Batalha & Martins 2004). Aerial shoots senesce after reproduction at the
beginning of dry season and only the underground organs plants remain dormant in the
environment (Mantovani & Martins 1988). This pattern is exemplified by the Asteraceae
Chrysolaena obovata (previously named Vernonia herbacea), Aldama discolor (previously
named Viguiera discolor), Ichthyothere terminalis and by the Amaranthaceae Gomphrena

macrocephala and G. marginata (Carvalho & Dietrich 1993; Isejima & Figueiredo-Ribeiro
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1993; Vieira & Figueiredo-Ribeiro 1993; Silva et al. 2013; Almeida et al. 2017). All these
species accumulate fructans in their underground organs.

Fructans are fructose-based polymers present as a reserve compound in 15% of
Angiosperms, including the derived Asteraceae (Hendry 1993). In this family, fructans are linear
molecules with B (2,1) linkages between fructosyl units and a terminal glucose residue,
constituting the inulin-type. Edelman & Jefford (1968) proposed a model for inulin synthesis in
Heliantus tuberosus tubers which starts with the fructosyl transfer between two sucrose
molecules by the enzyme sucrose:sucrose 1 fructosyltranferase (1-SST), producing the
trisaccharide 1-kestose and free glucose. Following, the enzyme fructan:fructan 1-
fructosyltransferase (1-FFT) transfers fructosyl units between fructan molecules, producing one
fructan molecule with higher degree of polymerization (DP), and another with lower DP. Inulin
hydrolysis is the function of fructan exohydrolase (1-FEH), which removes terminal fructosyl.

Inulin stored in underground organs is used to resume growth during sprouting or
defoliation (Raccuia & Melili 2010), since these processes require carbon, but the absence of
aerial organs disable photosynthesis. Additionally, fructans are believed to protect plants against
environmental constrains such as cold and drought, since fructan-accumulating plants are
expressive in the flora of temperate and arid zones, with seasonal frost or drought (Hendry
1993), such as the Cerrado. This protective role can be achieved by membrane stabilization
(Hincha et al. 2007) and by having antioxidant properties (Peshev et al. 2013).

Changes in fructan metabolism have been observed throughout the seasonal growth in
Cerrado herbs with the typical phenological cycle. Generally, herbs accumulate carbohydrates
during vegetative growth, which are later used for reproduction in the rainy season (Carvalho &
Dietrich 1993; Isejima & Figueiredo-Ribeiro 1993; Vieira & Figueiredo-Ribeiro 1993; Almeida
et al. 2017). However, there are variations in this pattern. Phenological notes in a floristic study

of the tribe Vernonieae (Asteraceae) showed that some species differ according to the
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reproduction period, flowering in the dry season, as exampled by Chresta species (Moreira &
Teles 2014). This arises the question about how reserve dynamics occur in a dry season
flowering species. Though, how species with distinct periods of phenological shifts use their
reserves are poorly known. For this reason, the objective of this study was to evaluate the
variations of stored carbohydrates in different phenological phases in underground organs of

field-grown plants of Chresta exsucca, a species with reproduction in the dry season.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Study site

The study was carried out in Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros, Alto Paraiso de
Goiés, Goias, Brazil (13 °51'- 14 ° 10" S and 47 ° 25' - 47 ° 42" W), with altitudes between 800
and 1,650 m. This site is recognized due to the biodiversity richness and high endemism
(Munhoz & Felfili 2006), with different Cerrado phytophysiognomies, from which rocky
outcrops and open grasslands are the most representatives (Lenza et al. 2011). Meteorological
data for the period from October 2015 to September 2016 were obtained from the station closest

to the study site, located in Posse municipality, Goias, Brazil (www.inmet.gov.br) (Fig. 1).

2.2 Plant material

Chresta exsucca DC. is an herbaceous species with 0.6 — 2 m high, syncephalous, lilac
flowers and cypsela-type fruits (MacLeish 1985). The voucher was deposited in the Herbarium
of the Universidade Federal de Goias (UFG 50894). C. exsucca individuals were evaluated for
identification of the predominant and secondary phenological phases (Table 1). Four distinct
plants, distant > 10 m from each other, in the predominant phenological phase were sampled in

October 2015, December 2015, February 2016, May 2016, and July 2016. Thickened
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underground organs were washed in distilled water, cut, weighed, immediately frozen and stored
in liquid nitrogen. In the laboratory, samples were stored at -80 °C until extraction. Water
content (WC) was determined by oven drying (50 °C) aliquots of fresh material (1.0 g) to

constant mass (DM), and expressed as a percentage of the fresh mass (n = 4).
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Figure 1 Monthly means of maximum (diamonds), average (squares) and minimum (triangles) temperatures (A).
Rainfall (bars) and relative air humidity (circles) (B) from October 2015 to September 2016 in Posse, Goiés, Brazil,
(www.inmet.gov.br).

2.3 Soluble carbohydrates extraction and analyses

Soluble carbohydrates were extracted in aliquots of fresh material (1.5 g). Samples were
boiled in aqueous ethanol (80%) for 10 min for enzyme inactivation. In sequence, samples were

homogenized and filtered. Residues were re-extracted twice in aqueous ethanol (80%) at 80 °C
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for 15 min. All the ethanolic filtrates were pooled and constituted the oligosaccharides fraction.
Residues were extracted twice in distilled water (60 °C) for 30 min. The aqueous filtrates were
collected and constituted the polysaccharides fraction (Carvalho et al. 1998). The fractions were
vacuum-concentrated in rotary evaporator (39 °C), and analyzed independently.

Oligo and polysaccharide fractions were deionized using ion exchange resins (Amberlite
IRA 120, cationic and Amberlite IRA 410, anionic), eluted with 10 volumes of ultrapure water
(18 MQ). The purified fractions had the pH neutralized, were concentrated in rotary evaporator,
solubilized in ultrapure water and adjusted to the final concentration of 400 pg. mL™* of fructose
equivalents.

Total soluble carbohydrates were quantified by the phenol-sulfuric method using glucose
as standard at 490 nm (Dubois et al. 1956). Free and combined fructose content was determined
by the anthrone reagent using fructose as standard at 620 nm (Jermyn 1956). All quantifications
were done in triplicate.

The purified fractions were filtered through membranes (0.45 pm) and analyzed by high-
performance anion exchange chromatography with integrated pulsed amperometric detection
(HPAEC / IPAD) on CarboPac PA100 column (4 x 250 mm) with the correspondent guard
column, coupled in a ICS 5000 chromatograph (Dionex). Mobile phase was a gradient of sodium
acetate (500 mM) in sodium hydroxide (100 mM) with the following schedule: 0-10 min: 5 mM;
10.1 - 35min, 5 - 50 mM; 35.1 - 40 min, 50 - 375 mM; 40.1 -45min, 500 mM, eluted at 1
mL.min? (Silva et al. 2015). Chromatograms were prepared in the same scale of time and
detector response. Extracts obtained from Helianthus tuberosus L. (Asteraceae) tubers were used

as standard for comparison and identification of soluble carbohydrates.
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2.4 Statistical analysis

Water content, oligosaccharides and polysaccharides levels and the oligo:polysaccharide
ratio of samples collected at different phenological phases were submitted to Kruskal-Wallis
analysis of variance, followed by Dunn’s test for multiple comparisons (p < 0.05). This test was

chosen since data did not fulfil the requirements for parametric analysis.

3 RESULTS

Chresta exsucca has a diffuse underground system with thickened organs with
orthogravitropic and diagravitropic growth. Plants resprouting were found throughout the studied
period, being more intense in the rainy season, followed by vegetative growth (Tab. 1). The
development of reproductive organs occurred in the dry season, with the development of flower
buds (Flowering-1), flower opening (Flowering —II) and fruiting. Senescence of the aerial organs
occurred in the rainy season. However, plants resprouted before the full senescence of the aerial
organs (Tab. 1). Therefore the period with typical dormancy of the underground organs was not

observed in the sampling period.

Table 1 Phenological phases of Chresta exsucca collected in Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros (Goiés,
Brazil) from October 2015 to July 2016. RE, resprouting; VG, vegetative growth; F-I flowering —I; F-I1, flowering
Il; FR, fruiting; SE, senescence. Bold marks indicate the predominant phase at the collection, * indicate the phase
collected.

Month of )
) Season Phenological phases
collection
October 2015 Rainy RE, FR*, SE
December 2015 Rainy RE, VG, SE*
February 2016 Rainy RE*, VG*, SE
May 2016 Dry RE, VG, F-1*

July 2016 Dry RE, VG, F-11*
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3.1 Water and carbohydrate contents

The underground organs of C. exsucca had higher water contents during vegetative
growth, which occurred in the rainy season. The lowest contents were found in plants
resprouting and during flowering-11. Medians ranged from 52.9% in flowering-Il to 67.37% in

vegetative growth (Fig. 2A). C. exsucca had from 6 — 23% of total soluble carbohydrates (oligos
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+ polysaccharides) in the underground organs. Higher oligosaccharide levels in flowering-1 and
fruiting phases, while the lowest levels were found during senescence of the aerial organs and
resprouting (Fig 2B). The highest polysaccharide contents were detected in senescence and
flowering-1, differing from flowering-11 in which polysaccharides decreased (Fig 2C).
Oligosaccharide contents were always higher than polysaccharide contents, except in senescence.
This was demonstrated by the oligo: polysaccharide ratio, which was always higher than 1. This
ratio was higher in flowering-11 and differed from senescence (Fig 2D), the only phase with

values of the oligo: polysaccharide ratio <1.

3.2 Qualitative analysis of carbohydrates

Thickened underground organs of C. exsucca store inulin-type fructans. In all analyzed
phases, peaks of glucose, fructose, sucrose, 1-kestose (DP3) and nystose (DP4) were detected
(Fig. 3). The highest peaks of free glucose, fructose and small peaks of fructans with other DPs
were found in resprouting and vegetative growth. In flowering 1l, glucose and fructose peaks
were also high, though peaks of high-DP fructans were observed. In flowering-I, glucose and
fructose peaks remained high in oligosaccharides fraction, but high-DP fructan peaks were
present. Underground organs of plants in senescence of the aerial organs had fructans with DP

higher than 50 (Fig. 3).

4 DISCUSSION

The timing of phenological shifts in C. exsucca differs from other Asteraceae species
from Cerrado, as exampled by C. obovata (Carvalho & Dietrich 1993; Rigui et al. 2015), A.
discolor (Isejima & Figueiredo-Ribeiro 1993; Itaya et al. 1999) and Ichthyothere terminalis

(Almeida et al. 2017). These species have a well-defined phenological cycle with seasonal
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development, characterized by resprouting in the beginning of the rainy season, senescence and
abscission of the aerial organs at the end of the rainy season and dormancy of the underground
organs in the dry season. In Cerrado, great part of the herbaceous species flowers with the
increase on rainfall precipitation (Batalha & Martins 2004). However, in C. exsucca flowering
occurred during a 3-4 month period in the dry season and senescence of the aerial organs, in the
rainy season (Tab. 1). Furthermore, resprouting is continual throughout the year, lacking a
period with the characteristic dormancy of the underground organs. These differences suggest
the occurrence of distinct strategies to regulate water contents and reserve compounds
metabolism, since the use of these resources may be high due to intense resprouting throughout
the year and flowering in the dry season.

As C. exsucca has a short period without aerial organs compared to other herbaceous
species, the extended presence of leaves indicates the potential for photoassimilate synthesis,
even in the dry season. Studies on photosynthesis of Cerrado herbaceous species are scarce, but
native trees have several photosynthetic strategies in rainy and dry seasons. Some species reduce
the carbon assimilation rate in the dry season, while others maintain unchanged rates and there
are species that have reduced carbon assimilation rates even in the rainy season (Palhares et al.
2010). This suggests that herbs and shrubs may have several photosynthetic strategies in
response to climatic seasonality.

Reduced water contents in the underground organs were detected in field grown C.
exsucca during flowering |1, but this was expected, since this phase occurred in the middle of the
dry season. The reduction on soil water availability is an important determinant of water contents
in the underground organs, as verified in I. terminalis (Almeida et al. 2017). In general, water
contents of the sampled underground organs were lower when compared with other species: in
rhizophores of C. obovata irrigated plants water content was 85% (Garcia et al. 2011). In

tuberous roots of irrigated A. discolor water content was 80% (Oliveira et al. 2013). Dimorphic
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thickened roots of field-grown I. terminalis plants have 61-85%, with the highest values in the

rainy season (Almeida et al. 2017).
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Water content is variable in the underground organs among Asteraceae species, as well as
fructan content (Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993), because storage of resources depends on
the relative distribution of tissues in a specific organ (Moraes et al. 2013). During dry periods,
water content maintenance of in vegetative organs depends on the interaction of different factors
including the presence of osmoprotectants that regulate osmotic adjustment (Singh et al. 2015).
Soluble carbohydrates are significant osmotic-active compounds and fructans stand out because
they are reserve carbohydrates, protect membranes and proteins and remove reactive forms of
oxygen (Peshev et al. 2013), which are features that contribute for plant preservation during
environmental constraints.

Soluble carbohydrates, predominantly as inulin-type fructans (Fig. 3), are present in 5 to
33% of the dry mass of the underground organs of C. exsucca (Fig. 2B, C). These carbohydrates
are the main reserve compounds in Asteraceae (Hendry 1993). Carbohydrate storage occurs
when photoassimilate production exceeds the demand for growth and metabolism maintenance
(Pollock 1986), and this varies according to phenological phases and shifts in environmental
factors. Rainfall is one of the major drivers for phenological changes in tropical South American
seasonal environments, such as the Cerrado (Chambers et al. 2013). Phenological shifts modify
source-sink relationships in fructan accumulators. In high demanding energy phases, such as
regrowth and flowering, higher oligosaccharide levels are expected to occur, while in phases
with intense sugar translocation for storage organs, such as the senescence of aerial organs,
polysaccharide contents are higher. This was demonstrated in C. obovata (Carvalho & Dietrich
1993; Portes & Carvalho 2006), Cichorium intybus (Van Den Ende & Van Laere 1996), A.
discolor (ltaya et al., 1999), Taraxacum officinale (Wilson et al. 2001) and I. terminalis
(Almeida et al. 2017).

Fructan variations in C. exsucca were similar to other Asteraceae species concerning the

phenological phases. Higher oligosaccharide levels occurred in the beginning of flowering and in
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fruiting (Fig. 2B). The chromatograms in these phases confirm this observation (Fig. 3).
However, in resprouting, vegetative growth and flowering I, glucose, fructose and low DP sugar
peaks were higher, as occurred in A. discolor, in which oligosaccharides up to DP4 predominate
in sprouting and flowering (Itaya et al. 1999). The distribution of fructan molecules with varied
DP is the result of the activity of fructan metabolizing enzymes. Higher free fructose peaks
suggest intense 1-FEH activity or a side 1-FFT activity transferring free fructose to water (Van
den Ende et al. 1996; De Roover et al. 1999). Generally, 1-FEH has low activity, but it can be
stimulated by defoliation, sprouting, flowering and environmental factors such as cold (De
Roover et al. 1999; Vergauwen et al. 2000; Asega & Carvalho 2004 Asega et al. 2011). As field-
grown plants without control of environmental conditions were studied here, these plants were
submitted to a set of factors and phenological demands which resulted in the obtained fructan
profiles. As in flowering | and fruiting monosaccharide peaks were not as high as in resprouting,
vegetative growth and flowering Il (Fig. 3), this indicates that photoassimilate production may
have a greater contribution to support the energetic requirements in these phases, without the
needing to intensify fructan hydrolysis in the underground organs, even at the beginning of the
dry season.

During senescence of aerial organs, oligo:polysaccharides ratio was < 1, which is the
result of higher polysaccharide contents in this phase (Fig 2 C, D), supported by the
chromatogram profile (Fig. 3). In all other phases, oligosaccharide levels were higher than
polysaccharides, as expressed by oligo:polysaccharides ratio > 1 (Fig. 2 B, C, D), indicating the
constant use of photoassimilates to sustain plant development, especially flowering in the dry
season. In Arabidopsis, metabolite levels may indicate the activity in specific pathways, their
levels and/or the relationship between them can be used as biomarkers for biomass potential
and/or stress responses (Smith & Stitt 2007; Purdy et al. 2015). Thus, when

oligo:polysaccharides ratio is > 1 may indicate higher sink activity in aerial organs, and when is
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< 1, the sink activity is higher for carbon storage in underground organs. In addition to
phenology, environmental factors may also influence this ratio, as noticed in water stressed
plants of C. obovata, which had an increase in oligo:polysaccharides ratio (Garcia et al. 2011,
Garcia et al. 2015).

Another feature of C. exsucca is the presence of diffuse underground system, with
numerous superficial parts with diagravitropic growth, which one individual can occupy a large
area. Appezzato da Gloria et al. (2008) described a bud-forming diffuse underground system of
radicular structure for C. sphaerocephala, another species of the genus. The aerial stems of a
single individual in C. sphaerocephala can be 10 m far from each other. This feature seems to be
similar in C.exsucca, however, anatomical studies are necessary to confirm if they have cauline
or root origin. Diffuse systems develop spreading over a large area, this could enable the
exploration of different soil areas, which could increase the possibility of obtaining water and
minerals and distribute these resources among ramets. Evidences of physiological integration
between ramets were observed in drought-stressed Populus balsamifera L., which shared water
(Adonsou et al. 2016). Additionally, the development of these structures represents a strong
sink, due to growth demands and also for reserve storage. Since diffuse systems bear buds
(Appezzato-da-Gloria et al. 2008), they contribute to clonal reproduction, which is an important
feature in limited resource ecosystems and/or that experience strong climatic constraints
(Couteron et al. 2014).

The morphological and physiological characteristics of C. exsucca, emphasizes that
fructan storage supply the energetic demands for the development and maintenance of the
complex structure of its underground organs, which is essential for the persistence of this species

in the environment, and also to ensure reproduction in harsh conditions, such as drought.
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CAPITULO 11

CARACTERIZACAO PARCIAL DE SACAROSE: SACAROSE
FRUTOSILTRANSFERASE (1-SST), FRUTANO EXOHIDROLASE (1-FEH) E
INVERTASE (INV) EM ORGAOS SUBTERRANEOS DE Chresta exsucca E
VARIACOES FENOLOGICAS DA 1-FEH
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RESUMO

Caracterizacdo parcial de sacarose: sacarose frutosiltransferase (1-SST), frutano
exohidrolase (1-FEH) e invertase (INV) em 0Orgéos subterrdneos de Chresta exsucca e
variacOes fenologicas — As enzimas que permeiam 0s processos metabdlicos dos frutanos séo
reguladas de forma acentuada mediante condicdes de estresse. O objetivo deste trabalho foi
verificar as condi¢Bes Otimas de atividade de 1-SST, 1-FEH, INV em 6rgéos subterraneos de C.
exsucca e verificar a atividade da 1-FEH nas fases fenoldgicas de: frutificacdo, senescéncia,
brotacdo, crescimento vegetativo e floracdo. ApoOs extracdo de proteinas, foram realizados
ensaios de caracterizacdo enzimatica em diferentes condi¢cbes de tempo, temperatura, pH e
substrato. O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para verificar a
interacdo entre as diferentes condicGes para a enzima 1-FEH. A maior atividade de 1-SST foi
obtida em 3 h, em 35 °C e nos pHs 4,5 e 6,0. Para 1-FEH, a atividade maxima foi registrada em
0,08 h, 50 °C e pH 5,0. Em relacdo a invertase, a maior atividade enzimatica foi registrada em 1
h e 40 °C. Os fatores tempo de reacdo e pH, tiveram efeito significativo sobre a atividade de 1-
FEH em C. exsucca. A fase de brotacdo apresentou diferenca significativa em relagdo as demais
fases, com maior indice de atividade de 1-FEH nesse periodo. Além disso, verificou-se que 1-
FEH apresenta faixa aproximada de 66kDa por meio da eletroforese. As analises qualitativas
demonstraram que a atividade enzimatica da espécie esta bastante relacionada com a fenologia,
visto que, no periodo de floracdo, observa-se altos picos de oligossacarideos, mesmo em periodo
desfavoravel sazonalmente (seca). Durante a brotacdo, atividade de 1-FEH foi significativamente
superior que as demais fases fenoldgicas. Esse fator indica importante acdo da enzima 1-FEH na
disponibilidade de oligossacarideos, e consequente acdo de protecdo exercida pelos frutanos
mediante estresse. As condi¢BGes de atividades enzimaticas apresentaram valores similares em

relacdo a outras espécies de Asteraceae.

Palavras-chave: 1-SST, 1-FEH, invertase, fenologia, Chresta exsucca, frutanos.



66

ABSTRACT

Sucrose fructosyltransferase (1-SST), fructan exohydrolase (1-FEH) and invertase (INV) in
underground organs of Chresta exsucca and phenological variations - The enzymes that
permeate the metabolic processes of fructans are regulated by stress conditions. The objective of
this work was to verify the optimal conditions of 1-SST, 1-FEH, INV in underground organs of
C. exsucca in the phenological phases of: fruiting, senescence, sprouting, vegetative growth and
flowering. After protein extraction, enzymatic characterization tests were carried out under
different conditions of time, temperature, pH and substrate. The central rotational compound
design (DCCR) was used to see the interaction between the different conditions. The highest
activity of 1-SST was obtained at 3 h, 35 ° C and pHs 4,5 and 6,0. For 1-FEH, the highest
activity was recorded at 0.08 h, 50 °C and pH 5.0. About invertase, the highest enzymatic
activity was recorded at 1 h and 40 ° C. According Pareto’s Diagram, the factors of reaction time
and pH had a significant effect on the activity of 1-FEH in C. exsucca. The sprouting phase
presented a significant difference in relation to the other phases, with a higher activity index of
1-FEH in this period. Furthermore, 1-FEH has an approximate range of 66kDa by
electrophoresis. The qualitative analysis showed that the enzymatic activity of this species is
strongly influenced by phenology, since in the flowering period, high peaks of oligosaccharides
are observed, even during a seasonally (dry) period. During sprouting, 1-FEH activity was
significantly higher than other phenological phases. This factor indicates an important action of
1-FEH on the availability of oligosaccharides, and consequent protection action exerted by the
fructans through stress. The conditions of enzymatic activities presented similar values in

relation to other species of Asteraceae.

Keywords: 1-SST, 1-FEH, Chresta exsucca, invertase, phenology, fructans.
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1 INTRODUGCAO

O acumulo de frutanos em espécies de Asteraceae é fundamental para sobrevivéncia
desses individuos em condi¢des de estresse (CARVALHO et al., 2007; JOAQUIM et al., 2014).
A regulacdo do metabolismo de tais carboidratos é influenciada pela presenca de sacarose, visto
que, em altas concentracbes de sacarose, os frutanos sdo sintetizados (RITSEMA &
SMEEKENS, 2003) e, em periodos de alta demanda energética, ocorre a hidrolise desses
compostos (VIEIRA & FIGUEIREIDO-RIBEIRO, 1993).

A etapa inicial da sintese de frutanos é viabilizada pela enzima sacarose: sacarose
frutosiltransferase (1-SST), a qual catalisa a formacéo de 1-cestose (VAN LAERE & VAN DEN
ENDE, 2002), ou seja, a atuacdo de 1-SST € importante para iniciar a sintese de inulina, um dos
principais tipos de frutanos. A enzima frutano: frutano 1-frutosiltransferase (1-FFT) catalisa a
transferéncia de residuos de frutose entre as moléculas de frutanos, sendo fundamental para
regulacdo do grau de polimerizacdo médio do carboidrato (CARVALHO et al.,, 2007,
LIVINGSTON et al., 2009). A hidrolise de frutanos ocorre por meio da frutano exohidrolase (1-
FEH), enzima que disponibiliza frutose para suprimento energético, sendo um recurso
importante do ponto de vista evolutivo (HENDRY & WALLACE, 1993).

O aumento da frutose livre (VAN DEN ENDE et al., 2001) e da concentracdo de frutanos
com baixo grau de polimerizagdo (VAN LAERE & VAN DEN ENDE, 2002) no meio
intracelular, condiciona a reducdo do potencial osmoético (BIELESKI, 1993; VERGAUWEN et
al., 2000). Adicionalmente os oligossacarideos atuam na estabilizacdo das membranas celulares
(HINCHA et al., 2000), e assim, ocorre a protecdo das estruturas celulares em decorréncia dessas
pressGes ambientais. Nesse sentido, 1-FEH é fundamental para controle e metabolizacdo dos
oligossacarideos oriundos das grandes moléculas de frutanos.

A regulacdo da producdo e distribuicdo de frutanos nos vegetais direciona a atuacao
desses carboidratos principalmente em condicdes de frio e seca (RITSEMA & SMEEKENS,
2003). Além de estabilizar membrana plasmatica e reduzir o potencial osmotico das células, os
frutanos também atuam como antioxidantes (PESHEV et al., 2013). O conjunto de tais fatores
torna-se subsidio e fundamento para os estudos sobre 0 metabolismo de frutanos, e as respectivas
enzimas que atuam nessa regulagéo; isso possibilita entendimento a respeito dos mecanismos
que permeiam as adaptacdes de plantas em condic¢des de Cerrado.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar pardmetros para atividade enzimatica de 1-SST,
1-FEH e invertase em extratos obtidos dos oOrgdos subterraneos de C. exsucca; bem como

determinar a atividade da 1-FEH em diferentes fases fenoldgicas.
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2 METODOLOGIA

As coletas foram realizadas em outubro e dezembro/15 e fevereiro, maio, julho e
setembro/16 no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros (Anexo 1). Os individuos foram
coletados de acordo com a fase fenoldgica predominante, conforme descrito no Capitulo 1.

Os sistemas subterraneos de diferentes individuos de Chresta exsucca foram retirados e
processados em campo. Os materiais foram separados em grupos de regido proximal e mediana,
para posterior extracdo de carboidratos e proteinas. A regido proximal foi utilizada para anélise
de 1-FEH e invertase e a regido mediana para analise de 1-SST. Foi considerada regido proximal
a regido entre 2 e 10 cm a partir da base do caule aéreo, o restante do Orgao subterraneo
considerou-se regidao mediana. Nao foram coletadas as regides distais, devido a dificuldade em
obter os érgdos integros, pois atingem regides profundas do solo. Os érgdos foram lavados em
agua destilada, cortados, pesados, embalados em papel aluminio, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido, no qual foram armazenados. Apds chegada ao laboratorio, o material coletado

foi armazenado em freezer -80 °C até extracao.

2.1 EXTRACAO DE PROTEINAS

As proteinas foram extraidas de acordo com a metodologia descrita por Asega &
Carvalho (2004), com ajustes descritos a seguir. O extrato enzimatico foi obtido com a
maceracdo de 50 g do sistema subterraneo, a 5 °C, e homogeneizacdo em tampédo Mcllvaine
(0,05 M), pH 5,5 (1:1 v/v), suplementado com os protetores acido ascorbico (5 mM), EDTA (2
mM), B-mercaptoetanol (2mM) e PVPP (10%). Apds repouso de 60 min a 5°C, a solucao foi
filtrada em tecido de nylon e seu volume medido. Em seguida foi acrescentado sulfato de aménio
(20%), que foi dissolvido gradativamente e o extrato novamente colocado em repouso em 5 °C
por 60 min. Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 13.245 g durante 15 min (5 °C), o
sobrenadante foi recolhido, o volume determinado e o precipitado descartado. Em continuidade,
foi adicionado e dissolvido sulfato de amonio para alcancar 80% e o extrato foi armazenado
overnight a 5 °C. Apds o repouso, a solucdo foi centrifugada por 30 min em 13.245 g e, desta
vez, 0 sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em tampdo de extracdo até
completar 1 mL.

O extrato foi dessalinizado em colunas de BioGel P6 DG, as quais ap0s aplicacdo do
extrato, foram centrifugadas a 438 g durante 15 min, a 5 °C, até recuperagdo do extrato aplicado.

Os extratos foram dialisados em tampao de extracdo diluido 5 vezes (0,01 M), sem os protetores.
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Foram realizadas trocas do tampdo a cada 2 h, totalizando 3 trocas. Os extratos foram
armazenados em freezer -80 °C até as analises. Todas as extracGes foram realizadas em trés
repeticdes, cada repeticdo constituida por aproximadamente 50 g de raizes de trés individuos.

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina
de soro bovino (BSA) como padrdo. Foram realizados microensaios com 10 pl do extrato mais

190 pl de reagente Bradford. A leitura foi realizada em leitora de microplacas a 595 nm.

2.2 ENSAIOS ENZIMATICOS

Para 0 ensaio enzimatico padrdo, cada enzima foi incubada com o substrato especifico na
proporcao de 1:1, sendo as concentracOes finais dos substratos: sacarose (0,2 M) para 1-SST;
inulina (5%) para 1-FEH e sacarose (0,05 M) para invertase. Todos o0s substratos foram
preparados em tampdo Mcllvaine (0,05 M). Ao final do tempo de incubacdo, uma aliquota da
mistura de incubacdo foi fervida durante 5 minutos para a inativacdo das enzimas. Entéo, as
aliquotas foram diluidas (20x) em agua ultrapura (18 MQ), centrifugadas a 11.200 g durante 3
minutos, filtradas em membranas de 0,45 um e armazenadas em -20 °C até a analise.

A atividade das enzimas foi determinada pela quantificacdo de 1-cestose para 1-SST,
frutose livre para 1-FEH e glicose para invertase. As quantificagbes foram realizadas por
Cromatografia de troca aniénica de alto desempenho com deteccdo por pulso amperométrico
(HPAEC/PAD). A atividade foi expressa como atividade especifica (produto formado/ tempo/

micrograma de proteina), subtraindo os valores do tempo 0.

2.3 ENSAIOS DE CARACTERIZACAO ENZIMATICA

Foram feitos ensaios baseados nos ensaios descritos em Asega e Carvalho (2004) , com a
variacgdo isolada para a definicdo dos pontos centrais dos seguintes parametros: tempo de reacéo
e pH. Para andlise do tempo de reacdo, foram preparadas as incubaces contendo extrato e
substrato na proporcao 1:1, em temperatura de 30 °C. Foram retiradas aliquotas de 50 pl em 0,08
h; 0,16 h; 0,25 h;0,5h; 1 h; 1,5h;2h;3h; 6 h; 12he 24 h.

Para verificar o efeito do pH, foi realizada incubacdo com extrato, substrato e tampé&o
Mcllvaine (0,2 M), proporg¢édo 2:1:1, nos pHs 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0. Foram
retiradas aliquotas no tempo zero e ap6s 6 horas de reacdo a 30 °C.

Em todas as incubac6es foram preparados o branco, no qual substitui-se o substrato por

tampdo de extracdo e o controle, no qual substitui-se o0 extrato por tampéo de extracéo.
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O delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utilizado para avaliar a interacao
entre temperatura, concentracdo de substrato, pH e tempo de reacdo em 5 niveis cada na
atividade da enzima 1-FEH. O delineamento experimental foi realizado no software Statgraphics
Centurion XVI, versdo 16.1.18 e resultou em 28 tratamentos (Tabela 1). Para cada tratamento foi
realizado um branco, no qual substitui-se o substrato por tampé&o de extracao.

Para analise da variacdo sazonal dos frutanos, os procedimentos foram realizados

conforme descrito no Capitulo I.

2.4 ANALISE POR HPAEC/PAD

Foi utilizada a coluna CarboPac PA100 acoplada em cromatografo ICS 5000 (Dionex).
Para a determinagdo da atividade de 1-SST, 1-FEH e invertase, foi utilizado um gradiente de
acetato de sodio (500 mM) em hidréxido de sodio (100 mM). Para 1-FEH, utilizou-se a seguinte
programacdo: 0-10 min: 5 mM; 10.1-35min: 5-50 mM; 35.1-40 min: 50-375 mM; 40.1- 45min:
500 mM. Para a 1-SST e invertase a seguinte programagdo: 0-2 min: 5 mM; 2.1-8min: 5-50 mM;
8.1-11 min: 50-150 mM; 11.1-14 min: 250 mM; 14.1-20 min: 5 mM. O fluxo de elui¢éo foi de 1
mL/min (SILVA et al., 2015). A quantificacdo dos produtos foi realizada pelo método do padrao
externo pelo software Chromeleon 6.8 (Dionex). Frutose foi o produto quantificado para
determinar a atividade das enzimas 1-FEH e invertase e 1-cestose foi quantificada para avaliar a
atividade da 1-SST.

2.5 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Foi realizada eletroforese dos extratos dos sistemas subterraneos de C. exsucca. O
procedimento foi executado segundo Laemmli (1970). As amostras dos extratos dos meses de
fevereiro, maio e julho foram adicionadas em tampao (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS
2,3%, Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M), fervidas por 3 minutos e aplicadas em gel. Os géis foram
confeccionados e submetidos a uma corrente de 30 mA, com voltagem constante, em um sistema
de mini-gel da Thermo Scientific®. Ap6s corrida, os géis foram corados com corante azul de
Coomassie e descorados com metanol (50%) e acido acético (10%), conforme Oakley et al.,
1980.
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Tabela 1 Delineamento composto central rotacional (DCCR) em fase de floracéo I, para determinacdo dos valores
6timos de tempo de reacdo, temperatura (T°C), pH e concentragdo de substrato para a enzima frutano exohidrolase

de érgdos subterraneos de C. exsucca.

Ensaios T °C Subgt]rato pH -I;(renni]r?)o
%
1 20 3 4 20
2 40 3 4 20
3 20 5 4 20
4 40 5 4 20
5 20 3 6 20
6 40 3 6 20
7 20 5 6 20
8 40 5 6 20
9 20 3 4 50
10 40 3 4 50
11 20 5 4 50
12 40 5 4 50
13 20 3 6 50
14 40 3 6 50
15 20 5 6 50
16 40 5 6 50
17 10 4 5 35
18 50 4 5 35
19 30 2 5 35
20 30 6 5 35
21 30 4 3 35
22 30 4 7 35
23 30 4 5 5
24 30 4 5 65
25 30 4 5 35
26 30 4 5 35
27 30 4 5 35
28 30 4 5 35
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A atividade de 1-SST aumentou exponencialmente até 3 h de incubagdo. A maior

atividade de 1-SST foi obtida em incubagéo a 35°C e nos pHs de 4,5 e 6,0 (Figura 1).
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Figura 1 Atividade de sacarose: sacarose frutosiltransferase (1-SST) da regido mediana em raizes de Chresta
exsucca ocorrente no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros-GO, durante crescimento vegetativo (coleta

fevereiro). Variagdes de tempo (n = 2), temperatura e pH (n = 3). As barras indicam erro padréo da média.
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Os cromatogramas dos ensaios enzimaticos demonstram a variacdo na quantidade de 1-

cestose (1-SST), bem como auséncia de acUcares redutores no extrato branco (Figura 2).

Observa-se maior producdo de 1-cestose em 3 h e 12 h, producdo de nistose a partir da 12° hora

de reacdo. Temperatura 6tima de 35 °C e maior producédo de 1-cestose nos pHs 4,5 e 6,0.
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Figura 2 Cromatogramas analisados por HPAEC/PAD da regido mediana de 6rgdos subterraneos de Chresta
exsucca para 1-SST (coleta fevereiro). Andlise de tempo (A), temperatura (B) e pH (C). Tempo 0 = linha preta e
tempo 6 = linha azul. Extrato branco = auséncia de substrato. G = glicose, F = frutose, S = sacarose, 1-K = 1-

cestose e N = nistose.
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Para as condicOes avaliadas para a enzima invertase, verificou-se maior atividade em 1 h

de incubacdo e temperatura de 40 °C (Figura 3).

500

400 -

300 -

200 -

Atividade invertase
ug glicose mg-! proteina h!

100 -

1 3 6 12 24
Tempo (h)

500 - B

400 -

300 -

200 -

100 -

Atividade invertase
ng glicose mg-1 proteina h-1

20 25 30 35 40 45 50
Temperatura (°C)

Figura 3 Atividade de invertase em diferentes condigdes de tempo e temperatura da regido proximal em raizes de
Chresta exsucca ocorrente no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros-GO, durante crescimento vegetativo
(coleta fevereiro). Variac@es de tempo (A) e temperatura (B). As barras indicam erro padrdo da média (n = 3).
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Nos ensaios preliminares, a enzima 1-FEH apresentou maxima atividade em 5 minutos de
reacao e pH 5,0 (Figura 4).
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Figura 4 Atividade de 1-FEH em diferentes condi¢des de tempo (A) e pH (B) da regido proximal em raizes de
Chresta exsucca ocorrente no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros-GO, as barras indicam erro padrdo da

média (n = 3).
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Os valores 6timos de atividade de 1-FEH, obtidos dos extratos de Chresta exsucca,
foram: tempo de reacdo — 5 minutos; pH — 5,0 e concentracdo de substrato — 6 %. Com base
nestes dados, verificou-se atividade, nessas condicdes, para as temperaturas de 35 °C e 50 °C
(Figura 5), sendo registrada maior atividade em 50 °C. Para os extratos das diferentes fases
fenoldgicas, baseadas nas quatro condi¢des, a maior atividade de 1-FEH foi registrada na fase de

brotacdo, em setembro (Figura 6). O menor indice foi registrado na fase de crescimento
vegetativo, no mesmo periodo.
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Figura 5 Atividade de 1-FEH da regido proximal de drgédos subterraneos de C. exsucca, na fase de floracéo I, em

condigBes 6timas: tempo - 5 minutos; pH - 5,5 e concentragdo de substrato - 6%. As barras indicam erro padrao da
média, n = 3.

A fase de brotacdo, em setembro, apresentou diferenca significativa pelo Teste de Tukey
(p = 0,00013).
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Figura 6 Variacdo da atividade de 1-FEH da regido proximal de 6rgdos subterraneos de C. exsucca em diferentes

fases fenoldgicas. Condicdes 6timas: tempo - 5 minutos; temperatura 50°C; pH - 5,5 e concentragdo de substrato -
6%. As barras indicam erro padrdo da média, n = 3. P = 0,00013.
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3.1 EFEITO DOS DIFERENTES FATORES NA ATIVIDADE DA 1-FEH

O tempo de reacdo (D) e pH (C) tiveram efeito significativo sobre a atividade de 1-FEH,
visto que estes fatores estdo além da linha de significancia. Apresentaram uma correlacdo
negativa, indicando que, a medida que o tempo e pH aumentam, a atividade da 1-FEH decresce.

A temperatura apresentou uma correlacdo positiva com a atividade de 1-FEH. A
concentracdo de substrato foi o fator que apresentou menor indice de influéncia sobre a atividade
(Figura 7). Isso demonstra que a enzima apresenta taxas de atividades proximas em diferentes

concentragdes de substrato.
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Figura 7 Efeito de diferentes fatores na atividade da 1-FEH em Chresta exsucca. A = fator temperatura; B = fator
concentragdo de substrato; C = fator pH e D = fator tempo. Correlacdo negativa (azul) e correlacdo positiva
(cinza).

A correlagdo entre temperatura e tempo (A) e pH e tempo (B) é observada na figura (8).
Observa-se a maior producéo de frutose na faixa de 5 minutos, 45 °C e no pH 5,0 (Figura 8A,
8B).
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Figura 8 Gréficos de superficie para atividade de 1-FEH da regido proximal de 6rgdos subterraneos de C. exsucca. Relagdo dos
fatores: temperatura-tempo (A) e pH-tempo (B). Atividade em U/mL. Relacdo dos fatores: tempo-pH (C), tempo-substrato (D)
e pH-temperatura (E). Atividade em pg.mg-1 proteina.h.
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3.2 PERFIL DE PROTEINAS

Verificou-se que os extratos das coletas nas fases de crescimento vegetativo, floragdo | e

floragdo Il, respectivamente, apresentam proteinas na faixa aproximada de 66 kDa (Figura 9),

semelhante a FEH de outras espécies.
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Figura 9 Perfil proteico da regido proximal dos 6rgdos subterraneos de Chresta exsucca, coletados em fevereiro
(Cv), maio (FI 1) e julho (FI I1). M = marcador molecular (kDa). A seta indica provavel unidade de 1-FEH.

Observou-se a producdo de frutose nos ensaios: 2 e 4; 5 e 8; 21 e 23; 22 e 28 do
delineamento. As variagdes na producdo de frutose foram observadas em padrdes de variagdes

para substrato (Figura 10A); temperatura e pH (Figura 10B); pH e tempo (Figura 10C) e apenas
pH (Figura 10D).
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Figura 10 Producdo de frutose nas diferentes condic¢Ges dos ensaios: 2 e 4 (A); 5e 8 (B); 21 e 23 (C) e 22 e 28 (D).
F = frutose.

3.3 VARIACAO SAZONAL DE FRUTANOS EM C. EXSUCCA

Em todas as fases analisadas, foram detectados picos de glicose, frutose, sacarose, 1-
cestose e nistose (Figura 11). Nas fases de brotagdo e crescimento vegetativo, em fevereiro,
foram observados os maiores picos de glicose e frutose livres em ambas as fracdes, além de
picos de polissacarideos. Em floracéo Il, os picos de glicose e frutose também apresentaram altos
indices, todavia, sem picos de polissacarideos, indicando completa despolimerizacdo dos
frutanos.

As amostras analisadas no mesmo més de coleta, porém em fases distintas, apresentaram
altos indices de polissacarideos, indicando efetivo armazenamento de frutanos para fases
subsequentes. O GP foi superior a 50 na fase de crescimento vegetativo em setembro (Figura
11).

Ao comparar as mesmas fases fenologicas verifica-se que apenas para a fase de brotagdo
ha similaridade na analise qualitativa. Para as demais fases fenoldgicas observa-se que houve

uma diferenciagdo no padréo de distribuicdo dos picos de oligos e polissacarideos. Esse fator
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indica que a sazonalidade também exerce importante influéncia para a determinagdo dos niveis

de frutanos em C. exsucca, além da fenologia.
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Figura 11 Cromatogramas analisados por HPAEC/PAD da regido proximal de 6rgdos subterraneos de Chresta
exsucca para 1-FEH. Oligossacarideos (A) e polissacarideos (B). G = glicose, F = frutose, S = sacarose, 1-K = 1-
cestose e N = nistose. BR = brotacdo, CV = crescimento vegetativo, FL | = florag&o I, FL 1l = floragdo II; FR =
frutificacdo, SN = senescéncia. Il = coleta em setembro.
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4 DISCUSSAO

O acumulo de carboidratos em 6rgdos subterraneos é recurso importante para crescimento
e desenvolvimento das plantas e tornou-se caracteristica tipica dos grupos de vegetais que
crescem em condicBes de Cerrado (JOAQUIM et al., 2014). O armazenamento ocorre mediante
altas concentracdes de sacarose (RITSEMA & SMEEKENS, 2003) e a despolimerizacdo de
frutanos ocorre em periodos com alta demanda energética, como a brotacdo e crescimento
(VIEIRA & FIGUEIREIDO-RIBEIRO, 1993). Os monossacarideos e oligossacarideos
resultantes da despolimerizacdo de frutanos em periodos de alta demanda energética ou estresse,
ndo so fornecem suprimento energético, como atuam em diferentes mecanismos de protecao;
auxiliam na redugdo do potencial osmético (BIELESKI, 1993; VERGAUWEN et al., 2000) e
contribuem para a tolerancia a seca e ao frio por meio da estabilizagcdo de membranas (HINCHA
et al., 2000; VEREYKEN et al., 2001; HINCHA et al., 2002).

Para a analise da atividade enzimatica em diferentes fases fenoldgicas, a determinacgéo
das melhores condi¢cBes para ensaios enzimaticos, constitui etapa importante. C. exsucca
apresentou valores 6timos de atividade de 1-STT e invertase semelhantes aos valores de outras
espécies da mesma familia (Tabela 2); diferindo-se, moderadamente, quanto a 1-FEH. Isso
indica que as vias metabdlicas das espécies citadas seguem padrfes similares para cada enzima
do metabolismo de frutanos.

Em C. exsucca, no periodo de senescéncia da parte aérea, verifica-se aumento do pico de
1-cestose e de nistose, bem como presenca de polissacarideos. Essas caracteristicas sugerem
atuacdo de 1-SST e 1-FFT, indicando, também, que a enzima 1-FEH estava em menor atividade
nessa fase fenoldgica. Em Aldama discolor a atividade de 1-SST é influenciada pela fenologia,
pois a enzima apresenta aumento da atividade no inicio da dorméncia de raizes (ITAYA et al.,
1999). Em Cichorium intybus a atividade de 1-SST esta relacionada ao crescimento da raiz,
assim que o crescimento da raiz é estabilizado, a atividade de 1-SST também diminui
gradativamente (VAN DEN ENDE & VAN LAERE, 1996).

Durante a brotacdo e o crescimento vegetativo, altos picos de glicose e frutose sdo
observados em C. exsucca, além de picos de oligossacarideos e polissacarideos, sinalizando acéo
de 1-FEH e invertase. Alem de atuarem conjunto com fitorménios na regulacdo de varios
processos metabdlicos, as invertases sdo relacionadas a regulagdo de ferimentos em tubérculos e
apices de raizes, além da correlacdo entre aumento na atividade de invertases e a incidéncia de
patdgenos em vegetais (MATSUSHITA & URITANI, 1974; STURM & CHRISPEELS, 1990).
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Entre floragéo | e Il, observa-se uma transicdo de acimulo de polissacarideos para altos
picos de oligossacarideos e elevados picos de frutose, evidenciando acentuada atividade de 1-
FEH. A atividade enzimatica de 1-FEH foi detectada em riz6foros de Chrysolaena obovata na
fase de brotacdo e mediante estimulos de estresse como desfolha e baixas temperaturas (ASEGA
& CARVALHO, 2004; PORTES & CARVALHO, 2006; ASEGA et al., 2008). Esse fator indica
que 1-FEH é fundamental para despolimerizacdo de frutanos em fases de alta demanda

energética e/ou situacoes de estresse.

Tabela 2 Condicdes 6timas de atividade de 1-SST, 1-FEH e invertase em C. exsucca e diferentes espécies.

1-SST
Espécie Tempo Temperatura pH Artigo
Chresta exsucca 3h 35°C 4,5/6,0 -
Cichorium o KUSCH et al.,
intybus 1h 30°C 5.2 2009
Chrysolaena ASEGA &
obovata 6h 30°C - CARVALHO,
2004
Helianthus o PRAZNIK et al.,
tuberosus i 34°C 54 1990
Hordeum i 30 °C i SIMMEN et al.,
vulgare 1993
1-FEH
Espécie Tempo Temperatura pH Substrato Artigo
Chresta exsucca 0,08 h 50 °C 55 6% -
Cichorium o KUSCH et
intybus 1h 30°C 55 i al., 2009
Chrysolaena ASEGA &
2h 40 °C 55 5% CARVALHO,
obovata
2004
Helianthus o MARX et al.,
tuberosus 1h 40°C 5.2 3% 1997
Triticum VAN DEN
. 1lh 30°C - 3% ENDE et al.,
aestivum

20032
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INV
Espécie Tempo Temperatura pH Artigo
Chresta exsucca 1lh 40 °C - -
Cichorium o KUSCH et al.,
intybus Lh 30°C 5 2009
Chrysolaena ASEGA &
obovata 4 h 30°C 55 CARVALHO,
2004
Helianthus ASEGA &
tUbErosus - 25°C 52 CARVALHO,
2004
Hordeum 3h i i SIMMEN et al.,
vulgare 1993

C. exsucca apresenta proteinas com aproximadamente 66 kDa, valor aproximado ao
verificado para a 1-FEH em Cichorium intybus, de 68kDa (CLAESSENS et al., 1990) e de 1-
FEHII em 64kDa (ROOVER et al., 1999). Em Helianthus tuberosus, 1-FEH apresenta massa
molecular de 75 kDa (MARX et al., 1997).

O metabolismo da inulina em C. exsucca, evidencia a capacidade adaptativa da espécie
em ambiente de Cerrado, possibilitando o ideal desenvolvimento e reproducdo da espécie,

mesmo durante a seca e estresse.

5 CONCLUSAO

A atividade enzimaética de C. exsucca apresenta diferenciaces nos parametros de analise,
principalmente quanto a 1-FEH. Apesar desses valores serem relativamente ténues, tais
diferencas podem determinar e possibilitar mecanismos importantes para a espécie. C. exsucca
apresenta sucesso reprodutivo peculiar se comparada a demais espécies de Asteraceae. A elevada
e significativa producdo de frutose na fase de brotacdo, em setembro, permitiu constatar
importante atividade enzimética de 1-FEH para disponibilizacdo de recursos energéticos e
demais mecanismos de resisténcia da planta.

Apesar de ndo terem sido realizados ensaios em diferentes fases fenologicas para 1-SST e
invertase, 0s ensaios prévios demonstraram que, em C. exsucca, tais enzimas atuam em fases
previstas de metabolizacdo. Durante a frutificacdo em setembro, por exemplo, observam-se altos

picos de 1-cestose (1-SST). No periodo de crescimento vegetativo, altos picos de glicose e
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frutose sdo observados, além de picos menores de oligossacarideos e polissacarideos, sinalizando
acdo de 1-FEH e invertase.

Portanto, a minuciosa atuagdo dos frutanos nos processos metabdlicos de C. exsucca e em
demais espécies do Cerrado sdo permeados por diversos fatores e estimulos. Tais condigdes

conferem carater de resisténcia e adaptacdo fundamentais para os vegetais nesses biomas.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Em Chresta exsucca as fases fenologicas ocorrem em épocas distintas de outras espécies
herbaceas de Asteraceae do Cerrado. Nesta espécie, a fenologia parece influenciar fortemente
nas variagdes dos frutanos nos 6rgaos subterraneos. As alteracGes no perfil de frutanos possuem
padrdo semelhante ao de outras Asteraceae, com predominancia de oligossacarideos nas fases
com maior demanda de carboidratos e de polissacarideos quando a senescéncia da parte aérea é
intensa. Isso comprova que os frutanos sdo importantes para a adaptacdo das espécies de
Asteraceae ao Cerrado, pois possibilitam o pleno desenvolvimento das plantas, mesmo sob
condi¢des ambientais desfavoraveis, como a seca.

Este estudo demonstra a importancia da fenologia no acimulo de frutanos e na atividade
de enzimas relacionadas a esse metabolismo. Verifica-se que, em C. exsucca, a enzima 1-FEH
atua em alta temperatura se comparada a outras espécies relatadas. Diante disso, 0 aumento da
temperatura global, frente as mudancas climaticas, pode proporcionar um efeito positivo quanto
ao metabolismo de frutanos na espécie.

Por outro lado, é importante ressaltar que essas alteragdes enzimaticas em decorréncia de
elevagbes de temperaturas, em conjunto com fatores de reducdo do regime de chuvas, por
exemplo, podem gerar efeitos negativos para a producdo de carboidratos. A reducdo na
disponibilidade de fotoassimilados poderia induzir senescéncia precoce em periodo de floragéo,
com intuito de regular o gasto energético em condicGes de estresse.

Por conseguinte, informacdes e estudos a respeito de diferentes espécies que vivem em
condi¢bes do Cerrado, pode elucidar distintos caminhos metabolicos sobre a importancia e o

funcionamento do metabolismo de frutanos.
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Anexo 1 Mapa do Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros entre os municipios de Alto Paraiso e Cavalcante
(GO). Area de abrangéncia do bioma Cerrado no Brasil. Mapa desenvolvido no programa ArcGIS v.10,5@
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Anexo 2 Chresta exsucca em Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros-GO. Coletas: outubro/15 a julho/16. Ciclo
fenoldgico: brotagdo (A), crescimento vegetativo (B), floracdo | (C), floragdo Il (D), frutificacdo (E), senescéncia

(F).





