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*Q cerrrado que hoje vem sendo largamente devastado, ocupava até ha
algumas décadas, uma extensao territorial estimada em 1,8 milh&o de quildmetros
quadrados. Tal dimens&o sub-continental j& constitui, por si s6, razéo suficiente para
reconhecermos a importdncia dos cerrados como um dos principais biomas
brasileiros. Aliado a isto tém-se enorme diversidade biolégica, potencial em plantas
medicinais, espécies forrageiras nativas e espécies frutiferas.

Recursos naturais como esses aguardam ainda um maior interesse do povo
e governo brasileiro pela pesquisa cientifica e pelo desenvolvimento de tecnologias
adequadas para sua utilizagao racional. E uma insensatez destruir os cerrados, em
troca de algumas toneladas a mais de soja, toda uma flora e fauna que ainda mal
conhecemos. Ali podem estar presentes, além de plantas forrageiras ja identificadas,
espécies de excelents valor alimentar para o homem e outras cujo estudo fitoquimico
permitiria a pesquisa de medicamentos contra o céncer, a AIDS e tantas doengas
que aflingem a humanidade e ameagam o seu futuro.

Porque desperdicar todo esse potencial génico elaboradissimo, que levou

milhdes de anos para evoluir ...."

Coutinho (1990}
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INTRODUGAO

1. FRUTANOS

1.1. CARACTERISTICAS

Os frutanos s&o conhecidos como uma classe de carboidratos de reserva ha
aproximadamente 200 anos e, depois do amido e da sacarose, sdo os de maior
ocorréncia em plantas (Figueiredo-Ribeiro, 1993).

Frutanos s&o polimeros de D-frutose que consistem de séries homélogas de oligo
e polissacarideos nao redutores, onde cada membro da série contém um residuo a
mais de frutose que 0 membro anterior (Edelman & Jefford, 1968). Esses polimeros
de frutose carregam um residuo de D-glicose unido por uma ligacdo a 1,2 que
geralmente esta localizado na extremidade da cadeia (Kandler & Hopf, 1980),

O frutano mais simples é o trissacarideo monofrutosil-sacarose. Trés isdmeros
deste trissacarideo foram identificados (Figura 1); estes s&o a base de trés séries

homélogas de frutanos que diferem entre si pelos tipos de ligagao.
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Figura 1 - Estruturas de monofrutosil-sacaroses extraidas de vegetais superiores
A série da Cestose consiste de cadeias lineares, contendo um residuo de
frutose na extremidade da cadeia e ligacdes do tipo B8 2,6 entre 0s residuos de frutose

(Albon et al., 1953 in Klandler & Hoff, 1980), assim representada;

G-1, 2-F-6 (2-F-6)n,2-F



Frutanos com este tipo de ligagho s@c comumente encontrados em
gramineas e denominados de fleanos, por associagao com o genéro Phleum do qual
foram iniciaimente extraidos (Pollock et al.,1978).

A série da Neocestose & baseada no trisacarideo de mesmo nome, que difere
dos outros dois isdmeros por ter a glicose ligada a duas frutoses através dos
carbonos 1 e 6 (Gross et al., 1954). O alongamento da cadeia, neste caso, pode se
dar pelos dois residuos de frutose, uma vez que O resido de glicose esta no interior

do polimero. A série € assim representada:
F-2,(1-F-2)m,1-F-2,6-G-1,2-F-1,(2-F-1)n,2-F

Frutanos deste tipo foram purificados e caracterizados 'estruturalmente a partir
de Asparagus officinalis (Shiomi, 1981).

A série da 1-Cestose, também d_esignada Isocestose, consiste de cadeias
lineares, contendo um residuo de g’iicose né extremidéde da cadeia e ligagbes 8 2,1

entre residuos de frutose (Edelman & Jéﬁord, 1968), assim representada:
G-1, 2-F-1, (2-F-1)n, 2-F

Polifrutanos desta série sao frequentemente chamados de inulina em referéncia
ao genéro Inula do qual foram originalmente extraidos (Rose, 1804 in Meier & Reid,
1982). Inulinas j& foram extraidas de diversas especies de Asteraceae, Boraginaceae

e Iridaceae ( Klander & Hopf, 1980} (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura geral da inulina

Além desses trés tipos béasicos de frutanos, também foram encontrados
outros tipos, contendo ligagbes mistas na mesma cadeia e outros com estruturas
ramificadas (Aspinall & Das Gupta,1959; Medcalf & Cheung,1971; Meier & Reid,
1982).

Os diversos componentes de uma série homdloga aparecem nos tecidos , em
concentracdes relativas diferentes, dependendo da época do anc e da espécie
estudada (Darbyshire & Henry, 1978). A massa molecular média depende do estadio
fenolégico da planta e das condigbes ambientais em que essa se encontra, mas o
tamanho méaximo do polifrutano parece ser determinado gensticamente (Pollock &

Chatterton, 1988).



1.2. BIOSSINTESE E DEGRADACAO

A biossintese dos frutanos difere da dos demais polissacaridsecs. Os frutanos
néo sdo sintetizados a partir de nucleotidecs de aglcares (intermediarios), sendo
formados a partir da sacarose através da agho conjunta de duas transferases, a
sacarose-sacarose-frutosil transferase (SST) e a frutano-frutano-frutosil transferase
(FFT) (Edelman &Jefford, 1968; Shiomi et al.,1979; Henry & Darbyshire, 1980; Meier
& Reid, 1982 ; Pollock, 1988).

A SST cataliza a reagao irreversivel para formacéo da 1-cestose, a partir de

duas moléculas de sacarose, liberando uma molécula de glicose (Scott, 1968).

G-1,2F + G-12F -S8L L G.12F-12F + G

sacarose sacarose 1-cestose glicose

A glicose liberada pode ser subsequentemente fosforilada e utilizada na
sintese de sacarose.

A SST apresenta alta especificidade pela sacarose (Scott, 1968) e também foi
detectada em espécies que apresentam frutanos de estrutura diferente da 1-cestose
(Henry & Darbyshire, 1980 ; Shiomi & lzawa, 1880).

A constante de Michaelis-Menten da SST para a sacarose é elevada (Shiomi
& lzawa, 1980), quando comparada com a de enzimas de sintese de polissacarideos
dependentes de nucleotideos de agucar (Pcoliock & Preiss, 1880). Isto indica que o |
fluxo de carbono no sentido da sintese de frutano é relacionado dirstaments a

concentrac@o de sacarose livre no local de atuacéo da enzima (Pollock & Chatterion,



1988).
A FFT & responsével pelo alongamento da cadeia do frutano. Esta enzima
cataliza a transferéncia reversivel de residuos terminais de frutose de uma molécula

doadora para uma receptora (Pollock & Chatterion, 1988 ; Wienken et al., 1986):

G-F-(F)n + G-F-(FA)m =t G-F-(F)n+1 + G-F-(F)m-1

Nessa reacio a sacarose atua apehas como receptora de residuos de frutcse,
enguantc a menor molécula doadora desses residuos é a 1-cestose. Esta, por sua
vez, da mesma forma que as moléculas maiores, atua tanto como doadora quanto
como receptora de residuos de frutose (Pollock & Chatterton, 1988).

Dois tipos de enzimas estdo envolvidos no processo de degradacio dos
frutanos: as frutanotransferases (FFT), através de sua atividade (reversivel) de
transferéncia de residuds de frutose e as frutanoexoidrolases (FEH), pela remogéo

sequencial e irreversivel de residuos terminais de frutose (Edelman & Jefford, 1964);
G-F-(F)n + H,0 —FEH . GFF)n-1 + F

Através dessa reagdoc o polimero acaba sendo convertido de maneira
irreversivel a uma mistura de frutose e sacaross, uma vez que esta enzima nao atua
sobre a ligagao glicosidica da sacarose. Visto que os aglcarss na planta séo
translocados sob a forma de sacarose, parte da frutose liberada através dessa reagéo
deve ser convertida a glicose, possibiltando a formagio de novas moléculas de

sacarose que serdo translocadas para fora da célula (Carvalho, 1991).



As exoidrolases sao fortemente inibidas pela sacarose (Edelman & Jefford,
1964).

Edelman & Jefford (1968) sugeriram um modelo hipotético de
compartimentag@o do metabolismo de inulina dentro das células. Segundo esse
modelo a FFT estaria localizada no vactdolo ou no tonoplasto, sendo o vacuolo ¢ local
de sintese e de armazenamento dos frutanos, enquanto a SST agiria no citoplasma.
Trabalhos realizados na década de 1980, com células isoladas e fragmentadas de
Hordeum vulgare (Wagner et al. 1983 ; Wagner & Wiemken,’1986) e de tubérculos
de Helianthus tuberosus (Fhener et al.,, 1984), mostraram que os frutanos, as
enzimas relacionadas com a sua sintese e degradacéo e grande parte da sacarose

estéo localizados internamente ao tonoplasto, no vacuolo.

1.3. OCORRENCIA

Nos vegetais superiores os frutanos sao encontrados em orgaos subterréneos
de reserva, nao sendo porém restritos a essas estruturas. Sao encontrades, em
menores quantidades em caules, folhas, inflorescéncias, frutos e sementes (Meier &
Reid, 1982). Os frutanos também séo encontrados em bactérias, fungos, algas e
briéfitas (Figueiredo-Ribeiro et al., 1992).

Hendry (1987) estimou a presencga de frutanos em 12% das espécies vegetais
superiores, sendo a maioria membros de 10 familias pertencentes a 5 ordens:
Cyperales, Liliales, Asterales, Campanulales & Lamiales.

Devido a limitacdes das técnicas de analise usadas no passado e a falta de

um teste simples para deteccéo de frutanos em tecidos, torna-se, entretanto, dificil



afirmar com preciséo a distribuigdo de frutanos em plantas superiorss (Poliock &
Chatterton, 1888).

Entre as familias mencionadas por Hendry (1887) soments algumas t&m sido
estudadas com detalhes; as investigagbes se conceniram em Poacess entre as

Cyperales e Asteraceae entre as Asterales (Pollock & Chatlerion, 1988).

1.4, IMPORTANCIA ECONOMICA

A importancia econdmica dos frutancs € grande, pois podem ser usados na
indastria alimenticia, em pesquisa e pratica médica, além de serviream de fonte de
carbono para varios processos de fermentacao.

O polifrutano & uma alternativa para a producdo de xarope ricc em frutose
(Vandame & Derycks, 1983; Kosaric et al., 1984; Ettalibi, 1990), pois em uma so
etapa produz-se xarope com aproximadamente 95 % de frutose, ac coniraric da
hidrélise de sacarose em que o teor de frutose no xarope € de aproximadamente 50
% (Kosaric et al.,1984 e Lacerda, 1987). O interesse em se produzir xaropes de
frutose & devido ao fato desta ser 1,3 vez mais doce que a sacarvse [contendo
portanto menos calorias por equivalente de adocante), possuir maior sclubilidads,
menor viscosidade e ainda ser menos cariogénica que a sacarose. Além disso, baixos
niveis de frutose podem ser metabolizados por seres humanos sem a necessidade
de insulina para entrar nas células, podendo assim ser ufilizada como adcgante
alternativo em dieta para diabéticos (Kosaric et al., 1984).

Outra utilidade dos frutanos consiste na sua fermentacéo a &lcoo! etilico

(Magaritis & Bajapai, 1982). Esse processc pode ser acionado nas usinas nos



periodos de entre-safra da cana-de-agucar ou utilizado em regides improprias para
o seu cultivo , nas quais plantas como H. tuberosus, que possuem frutanos como
caboidratos de reserva, podem ser cultivadas (Lacerda, 1987).

Recentemente, a produgéo enzimatica de varios oligossacarideos tem sido
realizada em escala industrial, devido ao fato de os fruto-oligossacaridecs possuirem
caracteristicas especificas que promovem © aumento da flora intestinal (Muramatsu
et al., 1988). Farinha de H. tuberosus rica em frutanos tem sido usada diretamente
na alimentagéo ou adicionada a alimentos, com fungéo de estimular a bifido bactéria;
essa bactéria tem o efeito de inibir a proliferacéo de outras bactérias causadoras de
infecgo no trato intestinal (Muramatsu et al., 1992).

A inulina tem papel impar nas pesquisas e na pratica médica, visto ser
considerada a substancia ideal para a medida do ritmo de filtragao glomerular renal.
Tal propriedade da inulina decorre do fato de ser filtrada livremente pelos glomérulos,
sem sofrer reabsorgao ou secregéo tubular, o que levaria a sub ou superestimar a
filtracdo (Smith, 1951; Jorgensen et al., 1972; Brenner et al., 1986; Aires, 1991).
Sendo inerte e ndo toxica e nao induzindo alteragdes na fungdo renal, na circulagao
e nas demais fungdes do organismo, & considerada a substancia mais adequada na
andlise da fungdo renal nos seres humanos e em animais de laboratério ( Smith, 19581,
Brenner, 1986). No Brasil, a inulina comercial & importada e de custo elevado,
inviabilizando seu uso rotineiro em pacientes nefropatas e nas pesquisas em fisiclogia

e farmacologia renal.



2. FRUTANOS E O AMBIENTE

2.1. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AMBIENTE E ESTRESSE
FISIOLGGICO

O ambienta & tudo que circunda 0s seres vivos; neste existem fatores que
podem ou ndo afstar as plantas. Os fatores ambientais que podem ser transferidns
diretamente através da barreira que existe entre o organismo e o ambiente sa@o
chamados de operacionais; incluindo-se nesta categoria luz, agua, elementos
minerais e substancias orgénicas. Temperatura, forca gravitacional, pressao parcial
dos gases, potencial da agua e diferenca de potencial elétrico ndo sao fatores
operacionais, pois apenas possibilitam a transferéncia mas nao sao transportados
atraves das barreiras ser vivo-ambiente. Por exemplo: diferentes potenciais de agua
indicam a possibilidade para transferéncia de dgua. (Salisbury & Ross, 1992).

Um principic fundamental da resposta da planta ao ambiente & o da
saturacao. O organismo responde a algum fator ambiental de acordo com um padrao
comum. No inicio o fator aumenta graduaimente sem provocar resposta do
organismo, posteriorments, atinge um limiar no qual comega a haver resposta
proporcional do organismo até que o sistema fique saturado. Apds a saturagéo,
conforme a concentragdo do fator ambiental vai aumentando, a resposta do
organismo permansce constante ou comega a declinar, caso 0s niveis do fator se
tornem idxicos.

Além de quantificadas, as respostas das plantas ao ambiente podem ser

10



classific:.das em .

direta - A resposta é quase imediata s mudangas ambientais (ex.; fotossintese em
resposta a luz);

desencadeada - A resposta ocorre mesmo que o fator ambiental desencadeante
retorne ao nivel original (ex.; germinagao em resposta a fatores ambientais como luz
e baixas temperaturas),

modulada - A intensidade da resposta é determinada pela quantidade do fator
ambiental aplicado (ex.: gravitropismo, fotoperiodismo, vernalizagao);

homeostética - Em resposta ao ambiente, a planta tende a manter relativamente
constantes suas condicdes internas (ex.. interagoes entre as concentragdes internas
dos reguladores de crescimento }.

Mudancas graduais na planta em resposta a continua exposigéo a alguma
condicdo ambiental sdo consideradas como efeitos condicionados  (ex.:
desenvolvimento de resisténcia ao frio e & seca através de diminnuigéo do potencial
da 4gua) (Salisbury & Ross,1992).

Mudangas nas condigdes ambientais que levern a uma resposta menor que
a 6tima, pela planta, podem ser consideradas estressantes. Qualquer fator ambiental
potencialmente capaz de induzir injrias no organismo vivo causa um estresse
biolégico, e este pode causar efeito elastico ou plastico (Levitt,1980b).

O efeito biologico elastico ocorre quando héa o retorno das fungdes do
organismo ao nivel 6timo, apos as condigdes ambientais retornarem ac normal, ou
seja, quando o estresse é removido o efeito desaparece (Salisbury & Ross, 1992).

O efeito biolégico plastico ocorre quando as fungdes do organismo nao

retornam ao normal, apesar das condigbes ambientais retornarem; portanto, o efeito

11



permanece quando o estresse é removido (Salisbury & Ross, 1992).

Os estresses ambientais s&o principalimente de dois tipos, os bidticos e os
fisicoquimicos. Oito tipos de estresses s@o conhecidos como capazes de induzir
mecanismos de resisténcia nas plantas (Figura 3). O mecanismo de resisténcia,
guando a planta & submetida a algum tipo de estresse, depende de sua capacidade
para impedi-lo ou tolerd-lo (Levit, 1980b}.

Fisiologistas vegetais tém enfatizado que os efeitos bioldgicos plasticos s&o
causados por estresses devidos a baixas ou altas temperaturas, déficit hidrico e altas
concentracdes de sais (Salisbury & Ross, 1992).

Plantas expostas a varios tipos de estresses ambientais desenvolvem
mecanismos para tolera-los. Alguns dos mecanismos de toleréncia séo: perda ou
enrolamento das folhas, alteragéo do metabolismo, mudanga nos niveis de solutos
intracelulares para manutencéo do potencial osmético, etc. (Morgan, 1984).

Os solutos envolvidos na osmorregulagéo séo principalmente aminoacidos
e carboidratos soliveis (Meyer & Boyer,1981). O efeito de carboidratos soltveis no
potencial osmético depende da distribuic@o e do tamanho das moléculas (Thomas,
1990). Os frutanos s&o compostos soliveis, cujo metaboliismo leva a modificagbes
rapidas no tamanho médio de suas cadeias e no nimero de moléculas, podendo
causar alteracdes no potencial osmoético da célula. Muitas espécies vegetais que
armazenam frutanos atravessam periodos de frio e/ou seca intensos durante uma fase
do seu ciclo anual , sugerindo que os frutanos possam estar envolvidos na resisténcia
das plantas ao congelamento ou dessecacao, através de sua contribuigdo nas

mudangas de potencial osmoético (Eagles, 1967; Edelman & Jefford, 1968)
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ESTRESSE AMBIENTAL

BIOTICO FISICOQUIMICO

(infecgéo ou competicéo
por outros organismos)

| |

TEMPERATURA AGUA  RADIACAO SUBSTANCIAS VENTO,SOM,
QUIMICAS PRESSOES

sms,iiowsi GASES ’
HERBICIDAS, INSETICIDAS *

| | | |

INFRA  VISIVEL ULTRA  IONIZANTE *
VERMELHO VICLETA *

|

DEFICIT * EXCESSO *
(SECA)  (ALAGAMENTG)

f
BAE'XA ALTA *
I

RESFRIAMENTO * CONGELAMENTOQO *

Figura 3 - Tipos de estresses ambientais a qus a plantz 838 suisita (Adaotaco de
g i =

Levitt,1980b). * estresses capazes de induzir mecanismos ds resistancia na planta.
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2.2. FRUTANOS E TEMPERATURA BAIXA

E dificil estabelecer relagbes entre a temperatura ambiental e 08 procsssos
fisiolégicos que ocorrem na planta, pois a temperatura das folhas e cauies esta
normalmente proxima a do ar, enquanto que a temperatura nas raizes & semelhante
a do solo.

Por outro lado, as temperaturas ambientais variam constantements, afetando
o metabolismo e o crescimento das plantas. Além destas variagles, plantas em
diferentes estadics de desenvolvimento podem apresentar diversas temperaturas
otimas para os diferentes processos fisiblogicos (Fitter & Hay, 1983).

Muitas plantas desenvolvem mecanismos de adaptagao que Ihes permitem
resistir a periodos de temperaturas baixas; entre estes destacam-se a redugac dos
processos metabdlicos e da taxa de crescimento e a dorméncia (Fitter & Hay, 1983).

Outra adaptacéo que ocorre em consequéncia do resfriamento € o actmulo
de carboidratos, que coincide com o aumento da toleréncia dos tecidos vegstais
ao congelamento. O acimulo de carboidratos solliveis afeta o equiliorio osmético das
células, fazendo com que baixe o ponto de congslamento do citosol (Levitt, 1580a;.

Eagles (1967) sugeriu que, nos periodos de temperaturas baixas, a atividade
osmética dos frutanos poderia aumentar a resisténcia da planta ac congslamento.
A favor desta hipotese existe o fato de gramineas e cersais de inverno (trigo, avsia,
e cevada) acumularem grandes quantidades de frutano durante essa estagéo {(Msier
& Reid, 1982; Pontis & Del Campillo, 1985; Poilock, 1886; Chatterton et al., 1588,
Prud’home et al., 1993). ‘

A acumulagéo de sacarosil-oligossacaridecs & frequentsmenis associada a
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plantas submetidas ao fric intenso. Acredita-se qua os oligossacaridsos possam ter
um papel cricprotetor, embora o mecanismo envelvido ainda ndo seia conhecido
(Wienken et ai., 1986 ; Pollock & Chatterton, 1888),

Efeitos especificos da temperatura sobre 0 mstabolismo de frutancs foram
medidos em folhas intactas de Lelium temulentum  mantidas a 5 °C, Nessas
condigbes ocorreu estimulo da sintsse de frulanos, através do aumenio na
acumulagdo de sacarose, mudancas nas inisracdss metabdlicas entre os
oligossacarideos e o "pool” de frutancs e alteracdas na especificidade catalilica das
enzimas de sintess dos frutancs (Pollock, 1883),

Prud'home et al.{ 1993} consideraram gue a presenga de frutancs em folhas
de gramineas pode ser uma vantagem adaptativa pois, na sstacio fria, a sacarcse
produzida em excesso pode ser "sequestrada’ para sintess de frutanos nos vaclcios.

Pressman et al. (1989) consiataram qus, em asparge, ¢ fric induz
senescéncia da parte aérea. Verificaram igualments que, no inicio do fratameanto com
temperaturas baixas, ocorre diminuicdc e subsequente aumento dos frutanos nas
raizes devido, provaveimente, a translocagac de fotoassimilades provenientss da
parte aérea em senescéncia.

Plantulas de Lolium temulentum, submetidas a 5 °C, apresentam aumesnio
de fruto-oligossacarideos, acompanhado de acdmulo e aumento do grau de
polimerizagdo de fruto-polissacarideos (Simpson et al., 1831). No sentanio, em
Helianthus tuberosus temperaturas baixas promovaem a rsdugdo do grau de
polimerizagdo médio dos frutanos (Jefford & Edelman, 1283},

Além das variagbes encontradas entre diferantes espeécies, o efeitn do frio nas

nlantas nao é somente determinado pela magnitude das qusdas de temperatura, mas
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depende da estagio do ano em que isso ocorrs, do estadic de desenvolvimento da
planta e do periodo de exposicéo a temperatura baixa. (Pollock, 1884; Alberdi &
Corcuera, 1991).

Em temperaturas baixas, a acumulagdo caracteristica de carboidratcs nao
estruturais em regides fonte e dreno é devida & reducéo do crescimento (processo
mais sensivel ac frio que a fotossintese) e a sensibilidade diferencial que as enzimas
do metabolismo dos carboidratos apresentam a temperatura (Farrar, 1988). A
acumulacdo de frutanos nos vactolos das células de raizes facilita o fluxo de
carboidratos para essa regido, possibilitando o continuo transporte de sacarose e
mantendo os gradientes de agua entre as folhas e as raizes (Prud’home et al,, 1983).

Pollock & Lloyd (1987), estudando plantas de Lolium temulentum submetidas
a temperaturas baixas, verificaram que a sacarose e os frutancs de reserva podem
facilitar a utilizagéo de fetoassimilados intermediarios e porianto reciclar o fosfato.
Sabe-se que as enzimas do metabolismo dos frutanos permanecem ativas em baixas
temperaturas e que a redugao do crescimento, nestas condi¢des, gera um excesso
de carboidratos (Wagner et al., 1983; Poliock & Lioyd, 1887; Cairns & Pollock, 1988;
Farrar, 1988; Pollock et al.,1989; Chatertton et al., 1989 ; Tognetti et al,,1980); no
entanto, nao estd completamente esclarecido se os frutanos dssempenham papel
osmorregulador nas plantas que 0s armazenam e toleram temperaturas baixas

(Carvalho, 1991).

2.3. FRUTANOS E DEFICIT HIDRICO

Existem poucas e divergentes informacgdes referentes ao efsito de sstresse
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hidrico no metabolismo de frutancs. Blacklow st al. (1984) sugeriram que os
frutanos presentes no colmo de trigo podem contribuir para a toleréncia ao estresse
hidrico, através do abaixamento do potencial de dgua na céiula. No entanto, Thomas
(1991) sugeriu que o acumulo de frutancs, em condigdes de estresse hidrico, possa
ser um mecanismo através do qual os carboidratos sollveis sdo estocados sem
causar excessiva redugéo no potencial osmdtico vacuolar.

Hendry & Wallace (1893) sugeriram que ha 20 milhdss de anos, a expansio
global da flora que acumula frutancs coincidiu com o estabelecimento da
sazonalidade no regime de chuvas, e com a redugdo gradual da agua ambiental.

Considerando que muitas espécies que suportam periodos de seca durante
seu ciclo de vida contém frutanos, Eagles (1967) sugeriu que a atividade osmdtica
desses agticares possa contribuir para o aumsnto da resisténcia ac dessecamento.

Segundo Figueiredo-Ribeiro (1993), a lccalizago dos frutanos nas
proximidades dos tecidos vasculares condutores de dgua, seu metabolismo rapido
(em comparac@o a outros compostos de reserva) e sua ampla ocorréncia em plantas
adaptadas a ambientes com restrigao hidrica temporaria reforgam a suposic@o de que
os frutanos estejam envolvidos nos processos de osmorregulacéo.

O ajuste osmdtico ocorre nas folhas e raizes de muitas espécies submetidas
a falta de agua (Munns, 1988). Entretanto, as evidéncias comprovam que as
alteragbes que ocorrem nas plantas submetidas ao déficit hidrico nao podam ser
interpretadas como simples respostas a mudancgas no potencial d2 dgua da célula.

Segundo Hsiao et al.( 1976}, a resposta da planta ac estresse hidrico pede
ser correlacionada com acumule de carboidratos no citosol. Thomas & Evans {1989)

verificaram que o gjuste osmdtico em plantas submetidas ao déficit hidrico é devido
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a acumulagéo de solutos, entre eles os carboidratos que s&c usados no crescimento.
Johnson et al. (1984) observaram que folhas de trigo submetidas a estresse hidrico
apresentam um aumento no conteddo de agucarss livres, guando comparadas com
as nao submetidas a esse tratamento.

O grau de osmorregulacado ¢ afetado pela intensidade do estresse hidrico e
pelo pré-condicionamento ao mesmo ( Morgan, 1984).

Plantas submetidas a estresse moderado apresentam diminuicdo na taxa de
respiragéo, mas se este se tornar severo esta taxa aumenta e finalmente declina em
condicdes de estresse extremo ( Hsiao, 1973).

Mudancas nas atividades enziméticas ocorrem em plantas submetidas a
déficit hidrico e frequentemente os niveis de enzimas envolvidas em reagbes de
hidrélises e degradacdes aumentam (Hsiao, 1973).

O ajuste osmético durante o déficit hidrico € um mecanismo que muitas
plantas dispdem para manter o turgor, no entanto, a compiexidade estrutural e
funcional das plantas superiores dificuita a identificacdo de quais processos
(bioquimicos, biofisicos ou fisioldgicos) s&o ou n&o pertinentes & osmorregulagio
(Hellebust, 1976; Morgan, 1984, Thomas & Evans, 1980).

Segundo Hendry (1993), o aparecimentc e a expanséo da flora que contém
frutanos podem estar situados entre 15 e 30 milhdes de anos atras. Angiospermas
adaptadas a climas secos se espalharam durante o Oligoceno {32-25 milhCes de
anos) e o inicio do Mioceno (24-15 milhdes de ancs). A grande diversidade da
vegetagao .que surgiu nessa época pode ser interpretada como uma adaptagéo a
uma reducgdo estacional da disponibilidade de dgua em altas latitudes. S6 apds a

expanséo da flora que contém frutanos, no final do Mioceno, é que a temperatura
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comecou a declinar marcadamente.

Existem evidéncias de que no Tercidario a flora contendo frutancs se
expandiu territorialmente, em resposta a diminuicdo de 4gua. Esta flora é atualmente
mais abundante e rica de variedades em regides de campos secos temperados,
savanas secas { similares aos cerrados) e em regides semiéridas (Hendry, 1993).

Em plantas de Lolium perene em crescimento o efeito dos carboidratos
soliveis em agua no potencial osmético depende da sua distribuicgo e do seu
tamanho molecular, os quais s&o afetados pelo déficit hidrico (Thomas, 1990).
Virgona & Barlow (1991) verificaram em colmo de trigo que durante o déficit
hidrico, 0 aumento da concentragéo de moléculas de baixo peso molecular (incluindo
os oligofrutanos) é parcialmente responsavel pelo declinio do potencial osmético.

Em raizes de aspargo submetidas a déficit hidrico, o contelido de frutanos
decai, apesar da parte aérea (fonte de assimilados para parte subterrinea) senescer;
Presman et al. sugeriram que esse decréscimo € devido ao aumento da respiracao

nestas condigdes adversas.

2.4. FRUTANOS EM PLANTAS DO CERRADO

A maioria dos trabalhos sobre frutanos foi realizada com espécies nativas ou
adaptadas a climas temperados, sujeitas a invernos rigoroses. Pouco se sabe sobre
o acimulo desses compostos em espécies de regides mais guentes, como as do
cerrado, onde as temperaturas de inverno naoc chegam abaixo de seis graus ceisius,
mas sempre ocorrem em perfodos de seca (Figueiredo et al., 1992).

O cerrado possui vegetagdo com fisionomia propria, caracterizada pela
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cobertura pouco densa e porte irregular de suas plantas. Nos perfedos sscos, as
temperaturas do solo e do ar em geral sdo elevadas e ¢ grau de umidade no solo
mostra-se baixo, por efeito da insolagao direta (Camargo, 1971).

A vegetacao do cerrado é composta, em sua maioria, por plantas persnsas.
Pequenas arvores e arbustos possuem raizes gue atinjem regites mais profundas
do solo, conseguindo assim agua para suprirem suas paries asreas. As herbédceas
@ subarbustivas sobrevivem & estago saca ds inverno passando por um perfodo
de dorméncia (Rachid,1947; Rewitcher, 1948 e Mantovani, 1988).

Cerca de 50% da vegetacdo herbacea e subarbustiva do cerrado apresenta
orgaos subterrdneos espessados, 0 que sugere a importancia ecoldgica destas
estruturas (Mantovani, 1988).

Durante o seu ciclo anual de desenveivimento, as espécies herbacsas do
cerrado entram em dorméncia no final do outone, quando geraiments pertdam 0s
ramos aéreos e rebrotam vigorosas na primavera ssguinte (Figusiredo-Ribeiro et
al.,1992).

Nas regi®es de cerrado, os pericdos mais chuvoses estdo compraandidos
entre janeiroc e margo e os periodos mais secos entre 0s de junho 2 agosto. Portanto,
os periodos de seca coincidem com os de baixa temperatura { Rachid, 1947;
Reis,1971; Pimentel et al.,1977; De Vucno et al., 1988; Coutinho, 1890; Figueiredo-
Ribeiro et al.,1992; Figueiredo, 1993).

Na Reserva Bicldgica de Moii Guagu, no estado de 822 Paulo, a familia
Asteraceae encontra-se amplamente disirituida na regigo de cerrado, onds 89
espécies desta familia foram detectadas (Martovani, 1988).

Triagens realizadas em espécies herbaceas da familla Asteracess no cerado
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acima citado (Figueiredo-Ribeiro et al., 1986; Tertuliano & Figusiredo-Ribeiro, 1993)
mostraram que os frutanos estdo acumulados nos drgdos de reserva de
aproximadamente 60 % das espécies. Em 80% dessas espécies esses polimeros
foram detectados histologicaments, estando distribuidos principalmente no
parénquima de reserva (espécies da tribo Vemonieas) ou concentrados no
parénquima do xilema (espécies da tribo Heliantheae), conforme Tertuliano &
Figueiredo-Ribeiro (1993). Em todas essas espécies predominam frutanos do tipo
inulina, entretanto os conteldos totais de frutanos e a distribuicdo das diferentes
classes de pesos moleculares variam de forma muito ampla (de 2,4 % do peso seco
de Vernonia brevifolia a 30 % em Vernonia oxylepis, 55 % em Calea platylepis e
cercade 70 % em Vernonia herbacea e Viguiera discolor) (Figusiredo-Ribeiro 1893).

O alto contetido de frutanos e as variagdes no tamanho das suas cadeias no
decorrer do desenvolvimento de plantas da familia Asteraceae do cerrado sugerem
que estes compostos nao tém fungéo sé de reserva, mas também contribuem para
a adaptacgao destas plantas a fatores ambientais desfavoraveis ao seu crescimento
(Carvalho, 1991; Figueiredo-Ribeiro et al.,1991).

Vernonia herbacea ¢ uma das 22 espécies do genéro Vernonia que ocorre
na reserva acima citada. Essas espécie apresenta orgios subterrnecs com estrutura
caulinar espessada, denominados rizéforos, através do qual a planta se reproduz
vegetativamente (Carvalho, 1991).

Rizéforos de Vernonia herbacea atuam também como érgaos de resarva
para a planta, armazenando em seus tecidos grandes quantidades ds frutanos
(Figueiredo-Ribeiro et al., 1986 ; Carvalho & Dietrich, 1993). O frutano encontrado em

Vernonia herbacea possui a série homdloga semelhante a encontrada em tubérculos
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de Helianthus tuberosus, a qual é baseada no trissacarideo isocestosa (Carvaiho,
1991).

Vernonia herbacea apresenta um padrao de crescimento sazonal que envolve
brotac&o das germas dos rizéforos na primavera, seguida de um periodo rapido de
crescimento da parte aérea, que continua no verdo até o inicio do outono. Nesta
época o crescimento do caule cessa e nas folhas comegam a aparecer sinais de
senescéncia, seguidos de absciséo da parte aérea e entrada de dorméncia da planta.
No fim do inverno, outras gemas brotam niovamente do rizéforo, com a quebra da

dorméncia, com pletando-se um ciclo anual de desenvolvimento (Carvalho & Dietrich,
1993).

Variagbes nas concentragbes de frutanos observadas nos rizéforos de V.
herbacea indicarnm processos de sintese e degradagéo desses compostos durante
0 ciclo fenoldgico, evidenciando o papel de reserva destes compostos (Carvatho
& Dietdrich, 1993).

Figueiredo-Ribeiro (1993) sugere que além do papel inquestionavel de
reserva, os frutanos podem estar relacionados com mecanismos de resisténcia a
condicbes ambientais desfavoraveis (solos pobres, déficit hidrico e baixas
temperaturas), pois em asterdceas do cerrado o contéudo de frutanos é muito alto,

excedendo as necessidades metabdlicas da planta.
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OBJETIVOS

Considerando que:

- a maioria dos trabalhos sobre frutanos foi realizada com espécies nativas
ou adaptadas a climas temperados, sujeitas a invernos rigorosos,

- pouco se sabe sobre as relagdes entre variagdo nos contetides de frutanos
e a variagdo nas condigdes climaticas e edéaficas em regides tropicais,

- Vernonia herbacea armazena em seus rizéforos polifrutancs do tipo
inulina.

Os objetivos deste trabalho foram:

- primordialmente, verificar o efeito de temperatura baixa e do déficit hidrico
no contelido @ na composigao dos frutanos presentes em rizdéforos de Vernonia
herbacea, uma planta nativa do cerrado.

- paralelamente, determinar se a inulina isolada e purificada de Vernonia
herbacea pode ser usada para avaliar o ritmo de filtrag@o glomerular em substituicéo
a inulina importada, tdo necesséria para as pesquisas basicas e para as préaticas

medicas relacionadas com a fisiclogia renal.
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizadas plantas ou 6rgdos subterraneos (rizéforos) de Vernonia
herbacea (Vell.) Rusby, SP 168567, (Figura 5).

Nos experimentos onde se utilizaram rizéforos, estes foram obtidos de plantas
adultas coletadas no cerrado da Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji
Guacli (22° 18' S e 47° 11 W), SP. Quando plantas inteiras foram utilizadas, estas
foram obtidas através de multiplicagao vegetativa a partir de fragmentos de rizéforos,
coletados no cerrado acima citado, cultivadas em vasos na Secao de Fisiologia e
Biogquimica de Plantas do Instituto de Boténica de S&o Paulo (23°38 S e 46°
38 W).

As plantas utilizadas estavam nos seguintes estédios de desenvolvimento:
inicio de dorméncia (a parte aérea comeca a perder folhas e ficar amarelada),
dorméncia (periodo de repouso, no qual apesar de receber supremento hidrico
adequado ocorre redugdo do crescimento dos rizéforos e a parte aédrea esta
ausente), brotag&o (apds periodo de repouso ocorre novamente formagéo de parte
aérea) e vegetativo (apresenta crescimento da parte aérea e subterranea).
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Figura 5 - Planta de Vernonia herbacea com 21 meses de idade.

2. METODOS

2.1. CULTIVO DE PLANTAS
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Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo e laboratérios da
Secao de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Boténica de Sao Paulo
(23°38 S e 46° 38 W), entre os anos de 1989 a 1994,

Fragmentos de rizdforos de Vernonia herbacea medinde 3 cm de
comprimento foram inicialmente plantados em caixas de 30 cm x 50 cm x 8 cm,
contendo terra de canteiro, num total de 30 fragmentos por caixa. Apés a brotagao,
as novas plantas foram transferidas individualmente para vasos de 2 dm?®, com terra

de mesma procedéncia, irrigadas diariamente com agua de to.neira e mantidas em

casa de vegetacgao ou ripado.

2.2. EXPERIMENTOS COM TEMPERATURA BAIXA

2.2.1. Temperatura Baixa em Plantas Intactas

Trés lotes, cada um contendo cinco plantas em inicio de dorméncia, foram
mantidos por 7 dias em camaras de crescimento (me-ca-lor) com fotoperiodo de 8
horas, intensidade luminosa de 15 4E m™® s”, nas seguintes condiges térmicas:
5°C e 25 °C constantes ou temperatura alternada de 25/5 °C (dia/noite). Cinco
plantas (controle) permaneceram em ripado pelo mesmo perfodo, em condigbes
ambientais do inverno de 1989 (temperatura média méxima do ar de 21 °C e média
minima de 8°C, fotoperiodo de 10 horas). No inicio e final do expérimento, 3 piantas
de cada tipo de tratamento foram reunidas e a seguir 3 amostras de 5 g de
rizéforos foram coletadas para realizacdo das andlises bicquimicas.

Um outro experimento foi realizado, visando acompanhar dia a dia o
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metabolismo de frutanos em plantas submetidas a baixas temperaturas. Vinte e
quatro plantas em fase de dorméncia (sem a parte aérea), foram mantidas por 5
dias em camaras de crescimento, no escuro, a 5 °C ou a 25 °C. Tedos os dias, 4
plantas de cada tratamento foram reunidas e a seguir foram retiradas 3 amostras de

5g de rizdforos para a realizagéo das analises bioquimicas.

2.2.2. Temperatura Baixa em Fragmentos de Rizéforos

Plantas em fases de dorméncia e de brotacao, coletadas no cerrado na epdca
do inverno e da primavera, respectivamente, tiveram seus rizéforos cortados em
fragmentos de 3 cm. De cada fase, 80 fragmentos foram selecionados e
submetidos a temperaturas de 5 ou 20 °C, no escuro, por quatro semanas.
Semanalmente eram retirados 20 fragmentos de cada tratamento, reunidos e a

seguir coletadas 3 amostras de 5g, para realizacdo das andlises bioquimicas.

Todas as temperaturas citadas nos itens 2.2.1. e 2.2.2 apresentaram variagbes

de mais cu menos dois graus celsius..

2.3. EXPERIMENTOS DE DEFICIT HIDRICO

Cinquenta e seis vasos, contendo cada um 1 planta com 2 anos de cultivo
em vaso, em estadio vegetativo, foram irrigados até que a terra neles contida

estivesse em capacidade de campo.
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Em seguida, os vasos foram divididos e 6 lotes que receberam os seguintes
regimes de irrigagéao:
lote 1 - 4 plantas, em terra em capacidade de campo (controle)
lote 2 - 12 plantas, irrigadas a cada 7 dias
lote 3 - 12 plantas, irrigadas a cada 15 dias
lote 4 - 12 plantas, irrigadas a cada 30 dias
lote 5 - 8 plantas, 60 dias sem rega
lote 6 - 8 plantas, 90 dias sem rega

Durante o déficit hidrico a temperatura média méxima do ar foi de 35°C e a
média minima de 20 °C.

Semanalmente, os vasos eram pesados e eram registrados a altura e o
namero de folhas de cada planta.

As plantas do lote 1 foram coletadas no primeiro dia do experimento. Foram
coletadas 4 plantas, noslotes 2, 3e4, apdés30e60dias e noslotes 5e 8§,
apoés 60 e 90 dias respectivamente. Depois de 60 dias, as 4 plantas remanescentes
dos lotes 2 a 5 foram irrigadas diariamente pslo periodo de 30 dias e as 4 plantas
remanescentes do lote 6 receberam este tratamento apés 90 dias; com o propdsito
de se verificar se ocorreria rebrota depois desses tratamentos.

Apds 30, 60 e 90 dias primeiramente foram realizadas as coletas das plantas
e a seguir os lotes foram irrigados. Assim sendo, até 30 dias o lote 2 recebeu 3
regas, o lote 3 recebeu 1 rega e os lotes 4, 5 e 6 n&o receberam irrigagao. Até 60
dias o lote 2 recebeu 7 regas, o Iote 3 recebeu 3 regas, o lote 4 recsbeu 1 rega e
o lote 5 n&o recebeu irrigagdo. O lote 6 ficou sem irrigagéo até 20 dias .

A cada coleta, as plantas foram desenterradas, sendo separadas suas partes
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aéreas das subterraneas, nas quais foram determinadas a massa fresca e a seca.
Paralelamente foi determinada a érea foliar de cada planta.

Para realizago das anélises biocquimicas, amostras de 3g foram retiradas dos
rizoforos de 4 plantas, uma amostra por planta, em cada tratamento.

Para determinar a porcentagem de agua no solo, a terra contida em cada

vaso foi mantida em estufa a 105 °C, até a estabilizagao de sua massa,

2.3.1. Determinagao do Contetido de Agua no Solo

Ao final da tarde que precedeu o inicio dos experimentos de déficit hidrico,
todos os vasos foram irrigados 3 vezes com intervalos de uma hora entre as
irrigacbes. Apds o excesso de &gua ser escoado, considerou-se que todos os vasos
estavam em capacidade de campo. |

O conteGdo de 4gua no sclo foi detsrminado por método gravimétrico,
calculando-se a diferenca entre o peso do solo irrigado ao maximo (inicio do
experimento) e O peso do solo seco (secado a 105 °C); a diferenca entre esses
pesos consistiu © contetido de agua no solo.

Ao longo dos experimentos de deficit hidrico os vasos foram pesados, e em
cada ponto de coleta foram determinadas as massas das matérias secas dos solos.

O conteldo de dgua no solo em cada ponto de colsta foi convertido em

borcentagem do conteudo de agua no primeiro dia do experimento (100 %).

2.3.2. Determinacéo do Contelido Relativo de Agua
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O contéudo relativo de dgua (CRA), foi calculado segurdio a formula (Thomas
1991):

CRA = H,0 tratado x 100/ H,O TO

H,O tratado = massa seca subtraida da massa fresca dos rizéforos coletados
nos diferentes regimes hidricos.

H,O TO = massa seca subtraida da massa fresca dos rizdforos colstados no

inicio do experimento.

2.3.3. Estimativa da Area Foliar

A area foliar foi estimada utilizandc-se a equacéo de regress2o linear. y =
0,2737 + 0,7158 (x}, coeficiente de correlagao igual a 0,5858 ; onde y = area foliar
e x = 0 produto das medidas de comprimento e largura (C X L) de folhas de

Vernonia herbacea (Carvalho 1981).

2.4. DETERMINAGAQ DA MASSA DA MATERIA SECA

Para a determinacédo da massa da matéria seca da parie subterrénea, 3
amostras de 3g de rizéforos foram coletadas, de cada tratamento. Depocis de
pesadas em balanca de preciséo foram mantidas a 80 °C, até a estabilizacdo do
peso. A parte aérea recem coletada de cada planta, quando prasents, foi pesada

integraimente e constituiu uma Unica amostra.
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2.5. EXTRACAO DE FRUTANCS

Os frutanos foram extraidos de amostiras de 3 g de rizéforos coletadas em
cada tratamento, segundo o método de Poliock & Jones (1979). C orocedimento,
esquematizado na figura 7, consistiv das saguintes slapas:

A - Inicialmente, as amostras de material fresco foram lavadas, segmeniadas e
imersas em etanol 80 % a 80 °C, por 5 minutos, para inativacio das enzimas. A
seguir foram armazenadas a - 20 °C até prosseguiram-se as exiraches.

B - Homogeneizacéo, em homogeneizador tipo liquidificador, e centrifugacio das
amostras. Os residuos da centrifugacgdo foram re-extraidos, por 5 minutos, em etanol
80% a 80 °C e novamente centrifugados.

C - O residuo obtido apés a separacio do segunde sobrenadante foi extraido em
agua destilada a 60 °C por 30 minutos, duas vezes. Apds cada exiracdo, foram
filtrados em funil de Bdchner.

D - Os filtrados e sobrenadantes dos exiratos etandiicos e aquosos foram entdo
reunidos, constituindo o extrato total de frutanos, o qual fol concentrado em
evaporador rotatdrio, a 37 °C até 0,1 do volume inicial.

E - Os extratos concentrados foram congslados a - 20 °C, durants uma noite.

F - Os extratos foram descongelados a temperatura ambiente e centrifugadcs a
13000 x g, por 10 minutos, a 5 °C.

G - O precipitado foi ressuspsanso em agua destilada e constituiu parta da frac@o dos

polifrutanocs.



fragmentos da rizoforos
etanol 80% (1:3 m/v) - fervura {5 min)
homogeneizacao

cer;trifugac;éo a 2000 x g {15 min)
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re-extragdo em etanol 80% - banho maria 20°C (5 min)
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re-extracao em H,O - banho-maria 60°C (30 min - 2x)

filtragéo af VACUC

o ]
sobrenadantes + filtrados residuos{descartados)

!
concentracdo em evapocrador rotatdrio
congelamento a - 20°C {durante 1 noite)

descongelamento el centrifugagio a 13000 x g a 5°C (15 min)

I i
scbrenadante precipitado i
3 vol EtOH a 5 °C (durante 1 noite)

centrifugacdo a 9000 x g a 5°C§) {10 min)

scgbreﬂadante precipitagfe Y
oligofrutanos polifrutanos

Figura 7 - Fluxegrama do procedimento de extragdo de frutancs.
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H - O sobrenadante foi concentrado em rotosvapeorader e a sequir foram
acrescentados 3 volumes de etancl absoluto. Essa mistura psrmaneceu a 5 °C,
durante uma noite, e depois foi centrifugada a 2000 x g, por 10 minuics, a 5 °C.

| - O precipitado foi acrescentado a fracdo de polifrutancs e o scbrenadante

constituiu a frac&o de oligofrutanos.

2.6. ANALISES QUANTITATIVAS DOS FRUTANOS

Tanto a frutose livre como a combinada foram estimadas pela reagéo de
antrona, modificada especificaments para cetoses ( Jermyn, 1958). O padrao utilizado
foi inulina recristalizada de Helianthus tuberosus e o reagente foi antrona 0,2 %, em
acido sulfirico 76 % . Aliquotas dos diferentes exiratos foram completadas para ©
volume de 0,25 ml. A cada amostra foram adicionados 2,5 ml de reagente. Em
seguida, as amostras foram incubadas por 45 minutos a 37 °C. As absorbancias
foram medidas no comprimento de onda de 620 nm, em espsctrofotdmetro( Mod.

35 - Perkin-Elmer Coleman Instruments, E.U.A).

2.7. CARACTERIZACAO DOS FRUTANOS

2.7.1. Cromatografia em camada delgada (TLC) de alta resolucao e

cromatografia liquida de alta resolugéo (HPLC).

Os oligofrutanos foram parcialmente purificades através de coluna de troca
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idnica (10 x 1 cm), constituida de proporgdes iguais de resina catidnica (Amberlite
IR 120) e anidnica (Amberlite IR 400). Apds a aplicagdo da amostra, os extratos
foram eluidos com 4gua destilada (10 vézes o volume da amostra). A seguir, 0s
eluatos tiveram © pH ajustado para 7,0 , utilizando-se hidroxido de aménio (25%),
e foram concentrados, em rotoevaporador, até seus respectivos volumes iniciais.

Quantidades de oligofrutanos parcialmente purificados, equivalentes a 80 ug
de frutose, foram cromatografados em placas de silica-gel resistentes a acido (TLC
readyfoils F1500, da Schleicher & Schuell), com desenvolvimento duplo, por 7 horas,
em n-butanol:2-propanolagua (3:12:4 v/v)(Kanaya et al,1955), e reveladas pelo
reagente uréia / acido fosférico (Wise et al.,1955). Utilizou-se como padrac uma
mistura de oligofrutanos extraidos de tubérculos de Helianthus tuberosus,
preparados conforme Caimns & Pollock (1988). As placas foram fotografadas
imediatamente apds a revelagdo. Através desses procedimentos, foi possivel a
separacado de componentes da série homdloga de frutanos com cadeias de até 13
residuos de frutose.

Apds a analise em TLC algumas amostras foram selecionadas e suas fragdes
de cligofrutanos semipurificadas foram concentradas até a secura e retomadas em
agua deionizada na concentragéo de 400 ug de frutose/ml e a seguir centrifugadas
em microcentrifuga por 5 minutos a 13000 x g, esses extratos foram filtrados em
membrana de nylon, especifica para HPLC, de 0,45 um (Spartan-3, da Aldrich). Os
extratos filtrados foram analisados em um cromatégrafo de ions ( Dionex DX-300)
acoplado a um detector amperométrico pulsado (HPAEC/PAD), em coluna Carbo
Pack PA1, comforme a técnica de Shiomi et al. (1991) modificada, na qual se utilizam

come eluentes um gradiente de hidroxido de sddio 150 mM (eluente A) e acetato de
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sédic 500 mM em hidréxido de sédio 150 mM (eluente B). A programagéo usada foi:
0-1 min, 25 mM; 1-2 min, 256mM a 50 mM; 2-14 min, 50 mM a 500 mM; 14-22 min,
500 mM; 22-30 min, 25 mM.. Os potenciais aplicados ao PAD foram: T1 = 540 ms,
Et1 =-0,10; T2 = 120 ms, E2 = - 0,60; T3 = 60 ms, E3 = - 0,60.

A concentragdo em ug/ml da frutose, glicose, sacarose e isocestose foi
determinada em HPLC com base nas curvas de calibragdes, nas quais utilizaram-se
padrbes auténticos destas substancias, adquiridos da Sigma (USA). O padrao de
1-cestose foi gentilmente cedido pelo Dr. Norio Shiomi, da Rakuno Gakuen University

(Japao).
2.7.2. Estimativa do grau de polimerizacdo médio

Aliquotas de 1 ml das fragdes de polifrutanos (contendo o equivalente a 5 mg
de frutose), dialisadas por uma noite contra agua cormrente a temperatura ambiente,
foram fracionadas em coluna de Bio Gel P-10 (Bio Rab,E.UA), com fluxo de 0,3
ml.min” e eluidas com bicarbonato de amdnio 10mM contendo azida sédica (50
mg.I"). Nas fragdes coletadas (2,3ml cada) foi determinado o contetdo de frutose
total (método descrito no item 2.8.). A fim de determinar a massa molecular media
aparente dos polimeros analisados, a coluna foi calibrada com dextranos lineares de

massas moleculares de 1,15 ; 55 e 10,4 kDa (Andrews, 1865).

2.8. MEDIDA DO RITMO DE FILTRAGAO GLOMERULAR

Foram utilizados rizéforos retirados de plantas aduitas de Vernonia herbacea,
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coletadas no cerrado, para extra¢do de inulina conforme descrito no item 2.8. A
fragdo utilizada para a medida do ritmo de filtragdo glomerular corresponde a do
precipitado IV do fluxograma de extracdo de frutanos, descrito na figura 7
(polifrutanos).

Foram estimadas as variagbes das massas moleculares da inulina extraida de
Vernonia herbacea e da inulina importada (Sigma, USA) obtida de Dahlia sp .
Ambas inulinas foram utilizadas para as medidas do ritmo de filtragio glomerular pelo
método de clearence. Por definicdo, clearence de uma substancia corresponde ao
volume de plasma que é depurado da substancia em um determinado tempo. Como
a inulina € uma substéncia que é apenas filtrada, ndo sendo reabsorvida nem
secretada pelos tubulos renais, seu clearence indica o quanto de plasma esta sendo
filtrado, ou seja, o ritmo de filtragdo glomerular (Aires, 1991).

O ritmo de filtracao glomerular foi determinado no Laboratério de Biofisica
Renal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo. Foram
utilizados 15 ratos Wistar, machos, anestesiados com inactin (100 mg/kg de massa
de rato), mantidos em mesa cinirgica aquecida a 37 °C. Com o intuito de levar o
contetido plasmaético de inulina a uma concentragéo considerada adequada para a
dosagem, foi injetada, pela jugular, uma dose inicial ("prime") de 30 mg de inulina
para cada 100 g de massa de rato, dissolvida em 1 ml de solugéo fisiolégica (9 g
NaCl:11H,0). Devido as perdas urinarias, a concentra¢ao plasmaética foi mantida por
infusdo de 0,5 mg de inulina/ 100 g de rato / minuto, dissolvida em solugéo
fisiologica acrescida de 3 % de manitol, para aumentar a diurese do animal. O fluxo
utilizado na bomba de infuséo foi de 0,055 mi.min™.

Para determinag&o da concentragéo urinaria de inulina coletou-se urina através
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de sonda vesical e, para a plasmatica, retirou-se sangue da carétida, o qual foi
centrifugado em seguida. Ambas coletas foram realizadas em intervalos de 30
minutos.

As determinacdes do contéudo de inulina foram realizadas conforme descrito
no itém 2.6., apbs prévia diluicio da urina (1:100, em agua destilada) e
desproteiniza¢do plasmatica (1:10 em acido percldrico 5%).

O fluxo urinario foi determinado dividindo o volume de urina coletado pelo
intervalo (em minuto) de cada coleta

No decorrer do experimento a presséo arterial média do animal foi avaliada por
meio de cateter colocado na carotida, conectado a um transdutor de pressao.

As medidas de clearance de inulina de V. herbacea e da Sigma foram

calculadas segundo a formula geral de clearence (Aires, 1991):

C,=UV/P
em que:
C,= depuracéo plasmatica da inulina (ml / min)
U,= concentrag@o urinaria de inulina (mg / mi)
P,= concentrag&o plasmatica da inulina (mg / mi)
V = fluxo urinario (ml / min)
A carga filtrada foi obtida multiplicando-se a concentragdo plasmética de

inulina pelo ritmo de filtragdo glomerular (clearence) e a carga excretada,

multiplicando-se a concentragéo de inulina na urina pelo fluxo urinario.
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2.9, ANALISES ESTATISTICAS

Os dados bioguimicos obtidos para os diferenies pontos de amostragem
foram submetidos ac caiculo do ero padréo da média. Os dados referentes ao
crescimento foram submetlidos a anélise de variéncia, através do teste de Tukey.
Para estac anaélises utilizou-se 0 programa para microcomputador P.C,, fornecido
pelo Prof. Dr Ladaslav Sodek (Departamento de Fisiologia Vegetal-UNICAMP).

Nos experimentos de medida do ritmo de filtraglo glomerular os resultados

foram analisados através do teste { de Student.
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1 - EFEITO DE TEMPERATURA BAIXA NO
METABOLISMO DE FRUTANOS DE V. herbacea

1.1. Caracteristicas das plantas no tratamento de frio

As partes aéreas das plantas em inicio de dorméncia, gue j& apresentavam
no inicio do experimento sinais de senescéncia (algumas folhas amarelas), ao serem
submetidas a 5 °C e 25/5 °C (dia/noite) por sete dias secaram totalmente e se
desprenderam da planta. As plantas mantidas a 25°C e em ripado mantiveram
suas partes agreas.

Plantas em fase de dorméncia n&o apresentavam parte aérea desde o inicio

do experimento.

1.2. Anélises quantitativas dos frutanos

1.2.1. Experimentos com plantas intactas
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Nos rizéforos de plantas em inicio de dorméncia submetidas a 5°C e a
25/5 °C ocorreu aumento significativo do contelide de oligo e polifrutanos, em
compéraga@ aos frutancs dos rizbforos das plantas mantidas a 25 °C contantes e
acs teores dos tratamentos controles no tempo 0 e 7 dias (TO e T7 ; Figura 8).

Rizéforos de plantas submetidas & alternfincia de temperatura (25/5 °C)
apresentaram conteddo de oligo e polifrutanos intermediario aos observados nos
rizéforos das plantas mantidas a 5 e 25 °C (Figura 8).

Plantas em fase de dorméncia, apds 5 dias a 5 °C apresentaram em seus
rizbéforos uma diminuigo de oligofrutanos em relacéo ao inicio do experimento,
enquanto que ©s mesmos aumentaram nos rizéforos das plantas mantidas a 25 °C
durante este periodo (Figura 8 A).

Nos riz&toros das plantas em fase de dorméncia, mantidas a 5 °C, o contetdo
de polifrutanos diminuiu no segundo dia e a seguir foi aumentando gradativamente
ate o quarto dia. Nos rizoforos das plantas mantidas a 25 °C a diminuigdo do
contetido dos polifrutanos ocorreu logo no primeiro dia, aumentando s6 apds o
terceiro dia. Nas duas temperaturas utilizadas o conteldo de polifrutanos nao

ultrapassou os valores iniciais do dia 0 (Figura 9 B).

1.2.2. Experimentos com fragmentos de rizéforos

Os conteldos de oligofrutanos foram mais elevados nos fragmentos de
rizoforos de plantas em fase de brotacdo do que nos rizéforos em fase de
dorméncia; isso ocorreu independentemente da temperatura em que os fragmentos

foram mantidos (Figuras 10 A e 11 A).
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Figura 8 - Conteldo dos frutanos presentes rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea, em inicio de dorméncia, submetidas a 5°C, 25°C, 25/5 °C (dia/noite)
e ripado (T7), durante 7 dias (TO - inicio do experimento). Os nimeros entre
parénteses representam o grau de polimerizagdo médio dos polifrutanos. Barras
verticais representam o erro padréo. Dados expressos em micrograma de frutose
por grama de massa fresca. As letras representam comparagdes entre os diferentes

tratamentos.
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Figura 9 - Conteldo dos frutanos em rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea, em fase de dorméncia, submetidas ae 5 °C e25 °C durante 5 dias.
A - Oligofrutanos , B - Polifrutanos. Barras verticais representam o erro padrao.

Dados expressos em micrograma de frutose por grama de massa fresca.
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Figura 10 - ConteGdo dos frutanos em fragmentos de rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea, em fase de dorméncia, submetidasa = 5°C e 20 °C
durante 4 semanas. A - Oligofrutanos, B - Polifrutanos. Barras verticais representam

o erro padrao. Dados expressos em micrograma de frutose por grama de massa

fresca.
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Figura 11 - Conteudo dos frutanos em fragmentos de rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea, em fase de brotagéo, submetidas a e 5 °C, @20 °C durante
4 semanas. A - Oligofrutanos , B - Polifrutanos. Barras verticais representam o erro

padrao. Dados expressos em micrograma de frutose por grama de massa fresca.
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O contetido de polifrutanos em fragmentos de rizéforos de plantas em fase de
dorméncia aurmentou quando estes foram mantidos a 5 °C por 3 semanas (Figura
10B). Ao final de 4 semanas seste contetido diminuiu, ficando em nivel semelhante
tanto nos fragmentos mantidos a 5 °C quanto nos mantidos a 20°C. A tendéncia em
ambos tratamentos foi aumentar o contetido de polifrutano em relagée ao inicio do
experimento.

Os conteldos de polifrutanos em fragmentos de rizéforos em fase de
brotacgéo, nas plantas mantidas em 5 °C € 20 °C por 4 semanas tenderam a diminuir

ao longo do tempo (Figura 11 B).

1.3. Caracterizacao dos frutanos

1.3.1. Oligofrutanos

1.3.1.1. Experimentos com plantas intactas

A relacao sacarose:frutose foi maior em rizéforos de plantas em inicio de
dorméncia (Figura 12) e em dorméncia (Figuras 13, 14 e Tabela 1) no final do
tratamento a 5 °C (constante ou alternado) em comparacéo aos dos obtidos em
plantas mantidas a 25 °C (constants).

Nos rizoforos das plantas em fase de dorméncia, sempre a quantidade de
sacarose foi maior que a de frutose; isto ocorreu desde o inicic do experimento e
independente das temperaturas a que as plantas foram submetidas (Figura 13). As
anélises em HPLC, que permitem determinar as concentragdes absolutas de cada
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aclcar nos extratos, revelaram que nas plantas mantidas a 5 °C o conteiido de
sacarose foi aumentando proporcionalmente ao tempo de exposigéo a temperatura
baixa. Do terceiro para o quinto dia observou-se que o contetido de frutose diminui
nas plantas mantidas a 5 °C, enquanto que nas plantas mantidas a 25 °C ocorreu

diminuicdo de sacarose e aumento de frutose (Tabela 1).

1.3.1.2. Experimentos com fragmentos de rizdforos

Os oligofrutanos presentes em segmentos de rizéforos, extraidos de plantas
em fase de dorméncia (Figuras 15, 16 e Tabela 2) e fase de brotacéo (Figuras 17,
18 e tabela 3), armazenados por 4 semanas a 5 °C e 20 °C apresentaram um teor
de frutose alto em comparag@o aos presentes em plantas intactas. A relacéo
sacarose:frutose foi maior nos segmentos de rizoéforos de plantas em fase de
dorméncia mantidos a 5°C em comparagéo aos mantidos a 20 °C principalmente no
final do tratamento (Figuras 15, 16 e Tabela 2).
Os oligofrutanos de maior grau de polimerizagéo (4 a =10) apresentam
coloracéo mais intensa (TLC) ou maiores areas (HPLC) nos fragmentos mantidos a

20 °C, indicando uma concentrag@o maior destes nesse tratamento (Figuras 15 a 18).
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Figura 12 - Cromatografia em camada delgada de alta resolugao dos oligofrutanos
presentes em rizoforos de plantas de Vernonia herbacea, em inicio de dorméncia,
submetidas a 5 °C, 25 °C e 25/5 °C (dia/noite), durante 7 dias. (TO-inicio do
experimento, T7-plantas em temperatura ambiente por 7 dias, F-frutose S-

sacarose C-1-cestose, GP- grau de polimerizacéo).
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Figura 13 - Cromatografia em camada delgada de alta resolugao dos oligofrutanos
presentes em rizoforos de plantas de Vernonia herbacea, em fase de dorméncia,
submetidas a 5°C ea 25°C durante 5 dias ( F-frutose S-sacarose C-1-cestose,

GP- grau de polimerizacao).
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Figura 14 - HPLC dos oligofrutancs presentes em rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea, em fase de dorméncia, submetidas a 5 °C ea 25°C durante 5 dias.
Os nimeros superiores indicam a durag@o em dias e os inferiores as temperaturas
(°C) de cada tratamento; To dia do inicio do experimento e Ht- oligofrutanos de
Helianthus tuberosus (F- frutose, S- sacarose, C- 1-cestose, GP- grau de
polimerizagao). Os nimeros localizados ao lado de cada pico cromatografico indicam

o tempo (minutos) de retencéo de cada membro da série da 1-cestose.

49



Tabela 1- Concentracdes (ug/ml) de mono-di- e trissacarideos em rizdforos de
plantas de Vernonia herbacea em dorméncia submetidas a 5°C e 25°C , durante
5 dias. A concetracdo inicial de agicar total injetado no HPLC foi de 400ug/mi de
equivalente defrutose. Nos tratamentos, os nameros anteriores as barras indicam sua
duragéo em dias e os posteriores as temperaturas (°C) de cada tratamento; To dia

do inicio do experimento.

TRATAMENTOS (n° de dias / temperatura)

ACUCARES To 3/5°C  5/5°C  3/25°C 5/25°C
GLICOSE 1,44 1,78 3,20 0,42 0,94
FRUTOSE (F) 3,54 5,86 0,94 386 10,26
SACAROSE (S) 1;3,23 o547 37,80 41,83 23,04
1-CESTOSE 3,91 7,37 807 13,71 12,89
Total 25,12 40,48 50,10 59,82 47,13

S:F 4,58 4,34 10,83 40,30 2,24
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Figura 15 - Cromatografia em camada delgada de alta resolugéo dos oligofrutanos

presentes em fragmentos de rizdforos de plantas de Vernonia herbacea, em fase

de dorméncia, submetidos a 5°C e a 20 °C durante 4 semanas ( F-frutose  S-

sacarose C-1-cestose, GP- grau de polimerizagao).
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Figura 16 - HPLC dos oligofrutanos presentes em segmentos de rizoforos de plantas
de Vernonia herbacea, em fase de dorméncia, submetidos a 5 °C e a 20 °C
durante 4 semanas. Os nlmeros superiores indicam a duraggo em dias e 0s
inferiores as temperaturas (°C) de cada tratamento, To dia do inicio do experimento
e Ht- oligofrutanos de Helianthus tuberosus ( F- frutose S- sacarose C- 1-cestose,
GP- grau de polimerizagao). Os numeros localizados a0 lado de cada pico
cromatogréfico indicam o tempo (minutos) de retencéo de cada membro da série

da 1-cestose.
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Tabela 2 - Concentracdes (ug/ml) de mono-di- e trissacarideos em rizéforos de
plantas de Vernonia herbacea, em fase de dorméncia, submetidasa 5°Ce 20°C
durante 4 semanas. A concetracdo inicial de aguUcar total injetado no HPLC foi
400 ug/ml de equivalente a de frutose. Nos tratamentos, 0s numeros anteriores as
barras indicam sua duragdo em semanas e 0s posteriores as temperaturas (°C) de

cada tratamento; To dia do inicio do experimento.

TRATAMENTOS (n° de semanas / temperatura)

ACUCARES To 1/5°C  4/8°C  1/20°C  4/20°C
GLICOSE 4,48 i 049 509 24,92
FRUTOSE (F) 12,19 567 291 1560 7,44
SACAROSE (S) 17,37 102,60 4235 49,75 28,40
1-CESTOSE 1200 2498 969 11,33 0734

Total 4700 13325 5544 81,77 61,10
S:F 1,42 1809 14,55 319 3,82
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Figura 17 - Cromatografia em camada delgada de alta resolugéo dos oligofrutanos
presentes em segmentos de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea, em fase
de brotagéo, submetidos a 5 °C e a 20 °C durante 4 semanas (F-frutose, S-sacarose

C-1-cestose, GP- grau de polimerizagao).
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Figura 18 - HPLC dos oligofrutanos presentes em segmentos de rizoforos de plantas
de Vernonia herbacea, em fase de brotagao, submetidos a 5°C e a 20 °C durante
4 semaras. Os numeros superiores indicam a duragio em dias e os inferiores as
temperaturas (°C) de cada tratamento; To dia do inicio do experimento e Ht-
oligofrutanos de Helianthus tuberosus ( F- frutose S- sacarose C- 1-cestose, GP-
grau de polimerizacao). Os nimeros localizados ao lado de cada pico cromatografico

indicam o tempo (minutos) de reteng@io de cada membro da série da 1-cestose.
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Tabela 3- Concentragdes (ug/ml) de mono- di- e trissacaridecs em rizdéforos de
plantas de Vernonia herbacea, em fase de brotacdo, submetidasa 5°C e 20 °C

durante 4 semanas. A concetrac&o inicial de aglcar total injetado em HPLC foi de
400 ug/ml de frutose. Nos tratamentos, os nimeros anteriores as barras indicam sua

duracéo em semanas e os posteriores as temperaturas (°C) de cada tratamento. To

dia do inicic do experimento.

TRATAMENTOS (n° de semanas / temperatura)

ACUCARES To 1/8°C  4/5°C  1/20°C  4/20°C
GLICOSE 0,69 1342 1576 . 6.12
FRUTOSE (F) 10,40 58.41  60.01 39,16  12.39
SACAROSE (S) 13,08 421 5557 530 24.49
1-CESTOSE 17,62 340 025 17,14 19.93
Total 41,79 79,44 13159 61,60 62,93

S:F 1,25 0,07 0,92 0,13 1,97
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1.3.2. Polifrutanos

Conforme assinalado anteriormente, observou-se que 08 rizéforos das plantas
intactas em inicio de dorméncia mantidas a 5 °C durante 7 dias apresentaram um
maior grau de polimerizagéo médio dos polifrutanos quando comparadas com 0s das
plantas mantidas nos demais tratamentos (Figura 8).

Rizéforos de plantas em fase de dorméncia mantidas por 5 dias a 5 °C
apresentaram, durante o periodo, oscilagdes no grau de polimerizacao médio dos
polifrutanos, porém sem ultrapassar o valor inicial. Nas plantas mantidas a 25 °C
ocorreu um aumentc no grau de polimerizagéo médio no primeiro dia e este
permaneceu constante ate o final das observacoes (Tabela 4).

O grau de polimerizacao médio dos polifrutanos em fragmentos de rizoforos
mantidos a 5 e a 20 °C apresentou flutuacdes, e essas foram maiores nos rizéforos
em fase de dorméncia em relacéo aos da fase de brotagao. Contudo, os rizéforos em
fase de brotac&o apresentaram os maiores valores médios, independente do tempo
e da temperatura (Tabela 5).

Observando-se tanto a figura 8 como as tabelas 4 e 5 verifica-se que o grau
de polimerizacéo médio no inicio dos tratamentos € maior nos rizéforos de plantas
em fase de brotacéo do que naqueles rde plantas em fase de inicio de dorméncia e

de dorméncia .
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Tabela 4 - Variagaéo no grau de polimerizagdo médio de polifrutanos presentes em
rizdforos de plantas intactas de Vernonia herbacea, em inicic de dorméncia,

submetidas a 5 °C e 25 °C durante 5 dias.

Duragéo do tratamento (dias)

TEMPERATURA 0 1 2 3 4 5
5°C 25 21 21 25 25 21
25 °C 25 28 28 28 28 28
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Tabela 5 - Variagéo no grau de polimerizagdo médio de polifrutanos presentes em
segmentos de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea, em fase de dorméncia

e brotagéo, submetidas a 5 °C e 25 °C durante 4 semanas.

TEMPO TEMPERATURA (°C)

(SEMANAS) 5 20 5 20
DORMENCIA BROTACAO

0 28 28 43 43

1 25 25 43 43

2 34 28 39 39

3 2 38 ; ]

4 25 31 39 43
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2 - EFEITO DO DEFICIT HIDRICO NO METABOLISMO
DE FRUTANQOS DE V. herbacea

2.1. Conteldo relativo de agua nos rizdéforos e contelido de

agua no solo durante o déficit hidrico

No inicio do experimento, o solo estava em capacidade de campo ( 100%
irrigado), a dgua correspondia a 42 % da massa fresca do solo e o contetido
relativo de dgua nos rizéforos era de 100%.

O conteudo relativo de agua (CRA) nos tecidos manteve-se inalterado (100 %)
em todos os tratamentos, até 30 dias, apesar do contelido de &gua no solo declinar
nos diferentes tratamentos (Figura 19).

Aposs 60 dias o contelido de 4gua nos tecidos foi menor nos tratamentos com
os maiores intervalos de irrigago; somente no tratamento em que as plantas eram
irigadas a cada sete dias o CRA foi de 100% (Figura 19).

Nas plantas que ficaram 90 dias sem irrigagéo o contéudo relativo de agua

tanto nos tecidos como no solo foi de 14% (figura 19).

2.2. Caracteristicas das plantas durante o déficit hidrico

Apds 60 dias, as plantas irrigadas a cada 7 dias apresentaram ndmero de

folhas significativamente maior do que as plantas mantidas sem irrigacgao. As plantas
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Figura 19 - Contelido relativo de agua nos tecidos & (expresso em porcentagem da
massa fresca) de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea submetidas a déficit
hidrico por 90 dias e conteldo de dgua no solo B . Os nimeros superiores
localizados na abscissa indicam a periodicidade da irrigagdo e os inferiores a

duracdo dos tratamentos. TO dia do inicio do experimento.
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irigadas a cada 15 dias apresentaram valores intermediarios entre esses dois
tratamentos (Figura 20 A).

A érea foliar total das plantas submetidas a diferentes regimes hidricos por 30
dias, diminuiu em relagéo ao inicio do experimento somente nas plantas que ficaram
sem irrigacao. Apbs 60 dias a érea foliar das plantas irrigadas a cada 7 dias foi
semelhante ao das plantas irrigadas a cada 15 dias e as piantas sem irrigagéo nao
apresentavam folhas neste periodo (Figura 20 B).

Nao foram observadas diferencas significativas quando se analisou o
parametro altura das plantas. (Figura 20 C).

As plantas que ficaram sem irrigacdo, apés 30 dias apresentaram uma
diminigdo de massa fresca, a qual se manteve constante até 60 dias. Apos 60 dias
as plantas irrigadas a cada 7 dias apresentaram quantidades maiores de massa
fresca em relacio &s nao irrigadas e as plantas irrigadas a cada 15 dias,
apresentaram valores intermediérios entre esses dois tratamentos (Figura 20 D).

As plantas submetidas aos diferentes regimes hidricos, ao tornarem a receber
irrigacao diaria, apresentaram as seguintes porcentagens de sobrevivéncia : plantas
gue ficaram 7, 15 e 30 dias sem irrigacéo - 100%, plantas mantidas 60 dias sem

irrigacéo - 50% e nenhuma planta sobreviveu apés 90 dias sem irrigagao.

2.3. ANALISES QUANTITATIVAS DOS FRUTANOS

Apesar de terem sido observadas variagdes nos teores de frutanos no rizéforos
de plantas submetidas aos diferentes regimes hidricos durante o periodo analisado,

os resultados nao apresentaram diferencas significativas entre si, pois, devido a
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Figura 20 - Caracteristicas das plantas de Vernonia herbacea submetidas a
diferentes tratamentos de déficit hidricos (plantas irrigada acada7 ® e 15 A dias;
sem irrigagdo = . Nas abscissas estdo 0s dias em que foram realizadas as
amostragens. As letras minusculas representam as comparagbes entre 0S
tratamentos num mesmo tempo e que apresentaram diferencas signiﬁcativasv, As

letraz maisculas indicam diferencas  significativas que ocorreram num mMesmo

tratamento ao longo do tempo.
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heterogeneidade das amostras, os erros padrbes foram elevados.

Observou-se uma tendéncia de aumento no éonteﬂdo médio dos oligofrutanocs
presentes nos rizéforos das plantas que ficaram 30 dias sem irrigagéo (Figura 21 A).
Plantas sem irrigagéio por 60 e 90 dias néo apresentaram entre si diferencas nos
contetidos de oligofrutanos; contudo, estes valores foram menores do que nos
rizéforos das plantas que ficaram 30 dias sem irrigagéo (Figura 21A).

Apds 30 dias, os rizéforos das plantas que n&o receberam irrigagéo também
apresentaram guantidades maiores de polifrutanos do que os rizoforos das plantas
irrigadas a cada 7 e 15 dias, que mantiveram o conteldo inicial. Apds 60 dias com
ou sem irigac&o e independentemente da periodicidade, o contelido de polifrutanos

diminui e se manteve nesse nivel nas plantas com 90 dias sem irrigacéo (Figura

21B).

2.4. CARACTERIZACAO DOS FRUTANOS

2.4.1. Oligofrutanocs

As plantas que ficaram sem irrigacéo por 30 dias foram as que apresentaram
maiores quantidades de frutose e sacarose (Figuras 22 e 23; Tabela 6).

Através das andlises das éreas dos picos dos cromatogramas obtidos por
HPLC observou-se que as plantas que ficaram 30, 60 e 90 dias sem irrigagéo
possuiam proporcionalmente quantidades maiores de oligofrutanos do que as
plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias Nessas condi¢bes surgiram outros picos
intermediarios (n8o pertencentes a série da inulina) néo identificados (Figura 23).
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relacionadas com 0s intervalos de irigagao (Tabela 6).

2.4.2. Polifrutanos

Apds 30 dias os frutanos dos rizéforos das plantas irrigadas a cada 7 e 15 dias
apresentaram uma diminuicdo no grau de polimerizagdo médio e os das néo
irrigadas até aguele momento mantiveram o mesmo grau de polimerizagéo médio do
inicio do experimento (Tabela 7).

ApGs 60 dias, em todos os regimes de fornecimento de agua ocorreu aumento
no grau de polimerizagdo médio, especialmente nas plantas mantidas até 60 dias
sem irrigac@o e nas que receberam apenas uma rega aos 30 dias. Apos 90 dias sem
irrigacéo o grau de polimerizacdo médio foi o mesmo das plantas que ficaram 60
dias sem irrigacéo (Tabela 7).

Ac analisarem-se 0s resultados obtidos por HPLC, observou-se que existe
uma tendéncia dos polifrutanos de menor grau de polimerizagac (tempo de retengéo
menor que 12 minutos) irem diminuindo a medida que aumenta o intervalo de

irrigaggo (Figura 24).

65



FRUTOSE (mg.gms!)

O 30 0O 90 DIAS

Figura 21 - Conteudo dos frutanos presentes em segmentos de rizéforos de plantas
de Vernonia herbacea, submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico. A -
oligofrutanos, B - polifrutanos (plantas irrigadas a cada 7@ , 15 4 e 30 m dias; sem

irrigagéo x .
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Figura 22 - TLC dos oligofrutanos presentes nos rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea, submetidas a diferentes regimes hidricos durante 90 dias. F-frutose ,
S.sacarose, C-1-cestose, Ht-oligofrutanos de Helianthus tuberosus, GP- grau de
polimerizag&o. Foram aplicadas quantidades equivalentes em termos de massa seca.
Os numeros superiores localizados abaixo da origem do cromatograma indicam a
periodicidade (em dias) da irigagéo -e os inferiores a duragido (em dias) dos

tratamentos. TO dia do inicio do experimento.
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Figura 23 - HPLC dos oligofrutanos presentes nos de rizéforos de plantas de V.
herbacea submetidas a diferentes tratamentos de déficit hidrico. Em cada amostra
o nimero superior indica a peridicidade de irrigag&o e o ndmero inferior, a duragéo
em dias de cada tratamento.G - glicose, F - frutcse, S - sacarose, C - 1-cestose, GP

grau de polimerizagao.
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Tabela 6 - Conteldo ( ug.mg.ms’} de mono, di e trissacarideos de plantas de
Vernonia herbacea submetidas a déficit hidricio e analisados por HPLC. Nos
tratamentos, ©os nlimeros anteriores as barras indicam a peridicidade em dias da

irrigacéo e os posteriores a duragdo em dias dos tratamentos. TO dia do inicio do

experimento.
TRATAMENTOS

ACUCARES To  7/30 7/60  15/30 15/60 30/30 30/60  B0/60 90/90
GLICOSE 636 1,08 200 114 343 333 133 779 5,00
FRUTOSE 873 975 300 11,81 21,76 2886 306 2295 7,50
SACAROSE 529 583 500 538 731 13,15 6,39 9,44 12,50
1-CESTOSE 547 3,94 1000 3,78 474 669 364 482 2500
TOTAL 2585 20,61 20,00 22,11 37,24 5203 1532 4550 50,00
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Tabela 7 - Grau de polimerizagido médio de polifrutancs presentes em rizéforos

de plantas de Vernonia herbacea, submetidas a diferentes tratamentos de déficit

hidrico durante 90 dias,

Duracgéo do tratamento (dias)

Intervalo de 0 30 60 90
irrigacéo (dias)
0 28
7 25 31
15 25 31
30 28 36
sfirrigacéao 28 36 36

70



Figura 24 - Anélises por HPLC da fragdo de polifrutancs presentes em segmentos
de rizoforos ¢ 2 plantas de V. herbacea submetidas a diferentes tratamentos hidricos.
O numero indicado em cada amostra refere-se ao periodo, em dias, em que as

plantas ficaram sem irrigagao.
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3 - INULINA DE V. herbacea NA FUNCAO RENAL

A distribuigdo da massa molecular da inulina de Vernonia herbacea é
similar & da marca Sigma (Figura 25) sendo a massa molecular média de ambas de
5,6 kDa {grau de polimerizagéo médio = 35 ).

A pressao arterial média dos ratos, apds a aplicacéo das inulinas, foi
estatisticamente igual e n&o variou so longo do experimento. Seu valor, no caso de
aplicagac da inuling extraida de Vernonia herbacea foi de 85 £8,16 mmHg e para
a inulina da Sigma foi de 93x5,04.

O ritmo de filtragc&o giomerular (RFG) ndo apresentou diferengas significativas,
quando medido peio clearance de inulina de Dahlia sp (Sigma) ou de Vernonia
herbacea (Figura 26). O ritmo de filtragao glomerular nao foi alterado quando a
concentracéo de inulina utilizada para medidas de clearance foi dobrada (Figura 26).
Esse procedimento também néo alterou a presséo arterial.

A carga filtrada e a carga excretada da inulina de Vernonia herbacea séao
estatisticamente iguais (Figura 27). Essa igualdade se manteve, independentemente

da concentrag&o de inulina utilizada (resultados néo apresentados).
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Figura 25 - Cromatografia em coluna de bio-gel P-10 das inulinas de Vernonia
herbacea ® da marca Sigma®. O pico méximo de eluicdode ambas corresponde ao

peso molecular de 5,6 kDa.
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Figura 26 - Ritmo de filtrac&o glomerular dos animais ao longo dos experimentos
durante & infus&o intra venosa da inulina da marca Sigma ou de Vernonia herbacea
{concentragdo normalmente utilizada e concentragao duplicada - 2X). O nimero de

amostras utilizadas foi 15 e o erro padrao esta representado por barras verticais.
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Figura 27 - Carga filtrada e carga excretada dos animais durante a infusdo intra
venosa da inulina extraida de Vernonia herbacea. O nimero de amostras utilizadas

foi 15 e o erro padrao esta representado por barras verticais.
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1 - EFEITO DE TEMPERATURA BAIXA NO

METABOLISMO DE FRUTANOS DE V. herbacea

C contetdo de polifrutanos nos rizéforos de V. herbacea foi
consideravelmente maior que o de oligofrutanos, independentemente da origem dos
rizéforos (plantas intactas ou fragmentos isolados da parte subterrénea) e das
condighes térmicas dos experimentos (Figuras 8 a 11). Consequentemente, as
variagbes dos conteiidos totais de frutanos acompanharam as variagbes nos
cortetidos de polifrutanos, portanto sempre que forem mencionadas as variagbes
nos polifrutanos, essas podem ser estendidas ao conteldo total.

Observou-se gue em todos os tratamentos ocorreram flutuacbes nos
conrteidos de frutanos, independentemente dos experimentos durarem dias ou
semanas. |

O contelido de frutanos é afetado por manipulagdes das fontes e drenos dos
fotoassimilados presentes nas plantas (Kuhbauch & Thomé, 1989). Pressman et al.
(198¢) verificaram que plantas de aspargo apds serem expostas a temperaturas

baixas apresentavam senescéncia da parte aérea associada ao aumento de contetdo
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de frutanos nas raizes. Soja et al. (1989) estudando translocagéo de fotoassimilados
em H. tuberosus verificaram que a sacarose é a principal forma de transporte
para todas as partes da planta, e que esta pode ser translocada diretamente para
os tubérculos sem ser armazenada temporariamente no caule; ac chegar nos
tubérculos pode ser metabolizada em frutanos.

Como se sabe, a fotossintese é um processo menos sensivel a temperaturas
baixas do que ©s processos de crescimento (Pollock et al., 1983). Acredita-se que
durante o tratarnento com temperaturas baixas a acumulagéo de frutanos em raizes
e tubérculos de plantas ocorre devido a um excesso de fixagdo de carbono em
relagao & sua utilizagéo (Pollock, 1986; Chatterton et al, 1989, Prud'home et al.,
1993) e também devido ao fato das enzimas do metabolismo de frutanos
permanecerem ativas em temperaturas baixas (Pollock & Lhoyd, 1987, Farrar, 1988;
Tognetti et al. 1983; Bancal & Triboi, 1993).

Nos experimentos onde utilizou-se plantas intactas de V. herbacea em inicio
de dorméncia, observou-se que, se no inicio do tratamento de frio (5 °C) estas
apresentavam parte aérea, ao final deste o contetido de frutanos em seus rizéforos
era maior em relagdo ao das plantas mantidas a 25 °C (Figura 8). No entanto, se
tratamento semelhante fosse realizado com plantas sem a parte aérea (dorméncia),
existiam poucas diferengas no conteldo de frutanos dos rizdforos das plantas
mantidas a & ou 25°C (Figura 9). Esse resultado sugere que o acumulo de frutanos,
ocorreu devido ao excesso de fotoassimilados provenientes da parte aérea e que
o frio nao tem efeito direto neste acimulo, nessa planta.

Na tentativa de estudar isoladamente o érgéo armazendor de frutanos, optou-

se por utilizar fragmentos de rizéforos. Apbs considerar que rizoforos de plantas
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submetidas a cinco dias de tratamento de baixa temperatura apresentaram variagbes
pouco expressivas (Figura 9), as analises com fragmentos de rizéforos foram
realizadas durante guatro semanas.

Nesses experimentos verificou-se que quando os fragmentos de rizéforos
foram retirados de plantas em fase de dorméncia, ao final do experimento
apresentaram um aumento no contetdo de polifrutanos em relagéo ao inicio do
tratamento (Figura 10). Os fragmentos retirados de plantas em fase de brotacéo
apresentaram uma diminui¢éo do contetido de polifrutanos ac longo do periodo de
tratamento (Figura 11). Verificou-se, também, que esse aumento ou diminui¢ao
ocorriam independentemente dos fragmentos serem mantidos a 5 ou 20 °C. Carvalho
& Dietrich (1981), ao estudarem plantas intactas de Vernonia herbacea em diferentes
estadios fenolidgicos crescidas em seu habitat natural, haviam verificado que em
rizdforos de plantas em fase de dorméncia ocorre aumento no conteudo de frutanos
e nos rizéforos de plantas em fase de brotacio ocorre uma diminuigédo desse
polissacarideo. Esses dados, associados aos resultados do presente trabalho,
mostram, portanto, que as variagbes observadas parecem estar mais relacionadas
com o estadio fendlogico da planta do que com o tratamento de temperatura.

Quando os resultados obtidos de rizéforos de plantas intactas séo
comparados aos obtidos de fragmentos de rizoforos, observa-se que os fragmentos
apresentam quantidades menores de oligofrutanos; no entanto, estes apresentam
maiores quantidades de frutose livre (Figuras 8 a 16 e Tabela 1 a 3). O contetdo
elevado de frutcse indica que o metabolismo esta sendo alterado; provavelmente
estd ocorrendo hidrdlise de frutanos e mobilizagdo de carboidratos para as gemas

existentes nos fragmentos, as guais iniciam o seu desenvolvimento com a quebra da
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dorméncia, causada pela fragmentagao.

Segundo Carvalho (1991), a fragmentagéo dos rizéforos de V. herbacea
ocasiona a Qquebra de dorméncia das gemas ali presentes;, isto ocorre
independentermente do estadio fenolégico em que a planta-mae se encontra.
Entretanto a vealocidade de resposta varia de um estddio para outro, sendo mais
lentas nas fases vegetativa e de dorméncia do que nos estadios de brotagéo e
florag&o.

Esses dados s&o confirmados no presente estudo, pois fragmentos de
rizéforos provenientes de plantas em fase de brotagéo apresentam conteudos
menores de polifrutancs € maiores de oligofrutanos, em comparagéo &aos
provenientes de plantas em fase de dorméncia (Figuras 10 e 11}, indicando que a
velocidade de resposta variou de um estédio fenclégico para outro e que essa
resposta foi mais répida nos fragmentos retirados de plantas em fase de brotagéao,
independentemente da temperatura.

Através de anélises das variagbes na intensidade das manchas
cromatogréficas e das areas sob os picos obtidos por HPLC, observou-se que
rizoforos de plantas e fragmentos de rizéforos de V. herbacea submetidos a
temperaturas baixas em geral apresentaram uma relagao maior sacarose:frutose do
que os mantidos a 20 ou 25 °C; essa relagéo observada foi devida a um aumento
nos niveis de sacarose nas plantas e nos fragmentos mantidos a 5 °C( Figuras 12 a
16; Tabelas 1 a 4). Isso pode ser devido ao fato das enzimas envolvidas na sintese
de sacarose terem sua atividade aumentada em baixas temperaturas, como tem sido
sugerido e demonstrado para outras plantas. Assim, em trigo verificou-se que a

atividade de sacarose fosfato sintetase e de sacarose sintetase aumentou em plantas
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armazenadas em temperaturas baixas (Calderon & Pontis, 1985; Salerno et al., 1989,
Tognetti et al, 1989, 1990).

Apesar da sacarose ser a precursora da sintese de frutanos, nos experimentos
realizados com fragmentos de rizéforos e em rizéforos de plantas de V. herbacea
sem parte aérea, a quantidade de sacarose formada né&o foi suficiente para gerar
acumulo de frutanos; isso pode ter ocorrido porque a enzima sacarose sacarose
frutosiltransferase (SST), necesséria para iniciar a sintese de frutanos, requer uma
concentragdo mais elevada de sacarose para iniciar a sintese de frutanos, conforme
ocorre em H. tuberosus (Edelman & Jefford, 1964).

Ao analisarmos os niveis de frutose e glicose (Tabelas 1, 2 e 3) cbservamos
que estes s&0 mais altos nas plantas de V. herbacea em fase de dorméncia,
mantidas a 20 ou 25 °C em comparagdo as mantidas a 5°C. Provavelmente nas
temperaturas mais altas a atividade hidrolitica tenha sido estimulada. Bancal &Triboi
(1993), estudando a atividade das frutano exoidrolases em trigo, verificaram que
estas enzimas tém sua atividade aumentada nas plantas mantidas a 20 °C, quando
comparadas com as mantidas em temperaturas mais baixas.

No entanto, em fragmentos de rizéforos de plantas em fase de brotagao, os
niveis de glicose e frutose s&0 maiores nos tratamentos a 5°C, em comparagao aos
tratamentos a 20°C. Como neste estadio fendlogico o metabolismo é mais intenso,
embora as hidrdlises sejam mais répidas, € provavel que os monossacarideos
liberados nas plantas a 20 °C estejam sendo também rapidamente transformados
em sacarose, e utilizados no metabolismo celular.

Ac analisar-se a fragao de polifrutanos, o aspecto mais marcante foram as

oscilagbes existentes no grau de polimerizagdo medio e estas ocorreram
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independentemente da temperatura utilizada e do tempo de duragéo do experimento.
Entretanto, plantas e fragmentos mantidos a 5 °C apresentaram uma tendéncia a
diminuir o grau de polimerizagéo médio das cadeias de polifrutanos.

Os resultados revelaram que temperatura baixa néo altera diretamente o
metabolismo dos frutanos, esta parece apenas acelerar ou retardar as alteragbes

metabdlicas caracteristicas de cada estéadio fenoldgico da planta.

5 . EFEITO DO DEFICIT HIDRICO NO METABOLISMO DE
FRUTANQOS DE V.herbacea

O contetdo relativo de agua nos tecidos (CRA) dos rizéforos de plantas de V.,
herbacea submetidas a déficit hidrico declinou mais lentamente que o contetdo de
agua no solo (Figura 18). Até 30 dias sem irrigagéo o CRA se manteve igual ac do
inicio do tratamento (100%), apesar do conteldo de dgua no solo haver baixado para
36 %. lsso parece indicar a existéncia de uma plasticidade da espécie ao déficit
hidrico; esss plasticidade, entretanto parece ser limitada pois a capacidade de
manter os tecidos furgidos é perdida apds 60 sem &gua (Figura 19). Resultado
semelhante foi encontrado por Thomas (1991) que observou que Lolium perene
apresenta um declinio significativo do CRA apés 45 dias sem irrigacao.

De um modo geral, em plantas submetidas a déficit hidrico ocorre queda das

folhas maduras e as folhas jovens e botbes normalmente secam (Levitt, 1980b); mais
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recentemente Spolen & Nelson (1894) verificaram que plantas de Festuca
arundinacea apresentavam diminuicdo significativa de crescimento apds serem
submetidas ao déficit hidrico. Esse padréo de resposta também foi observado em
V. herbacea. O déficit hidrico afetou o crescimento das plantas pois, quanto maior
o intervalo de irrigagdo, maior foi a redugéo de crescimento (Figura 20).

A adaptacado da planta ao déficit hidrico pode estar relacionada com a
acumulagéo de carboidratos soliveis. Munns & Wein (1981) estudando plantas de
trigo observaram que o acumulo dé aglcares sollveis, inclusive frutanos de baixa
massa molecular, € importante na resposta adaptativa ao déficit hidrico, pois estes
aguicares contribuem efetivamente para o ajuste osmotico. Iguaimente Meyer & Boyer
(1981) constataram que a sacarose € a frutose contribuemn para o ajuste osmético
em hipocotilos de soja submetidos a déficit hidrico.

Thomas (1991) verificou que ocorre aumento de carboidratos sollveis em
plantas de Lolium perene, durante o déficit hidrico ; no entanto somente o excesso
destes carboidratos é convertido em frutanos, pois a concentragéo de agucares de
baixa massa molecular & mantida na célula em niveis necessérios as condigdes
fisiolégicas dos tecidos.

Virgona & Barlow (1991) mostraram que a proporgéo de frutanos entre os
demais carboidratos sollveis pode afetar as relagdes hidricas entre as células, e que
o0s mono e dissacarideos tém efeito osmético muito maior que os frutanos em plantas
de trigo submetidas a déficit hidrico.

Conforme descrito no presente estudo, até 30 dias sem irrigacao as plantas
de V. herbacea apresentaram tolerarancia ao déficit hidrico sem alterar o CRA .

Associado a este fato as plantas que ficaram 30 dias sem irrigagdo foram as que
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apresentaram em seus rizéforos os maiores valores de oligofrutanos e esses foram
acompanhados pelas maiores quantidades de sacarose e frutose livre (Figuras
21 A, 22, 23 e Tabela 6). Provavelmente ocorreram hidrélises que liberaram estes
agticares, 0s quais contribuitam para © mecanismo de manuntengéo de turgor dos
tecidos dos rizéforos.

Segundo Spollen & Nelson (1994) uma consequéncia do déficit hidrico éo
decréscimo de frutanos associado ao aumento de sacarose e hexoses livres, as
quais contribuem mais por unidade de massa do que os frutanos no mecanismo de
ajuste osmdtico; nestas condigbes as exoidrolases estéo ativas e ocorre aumento de
degradagao

Apés 30 dias o conteGdo de polifrutanos foi maior nos rizéforos das plantas
de V. herbacea que ficaram sem irrigac@o e o grau de polimerizacdo médio dos
mesmos néo se alterou. J& as plantas que foram irrigadas a cada 7 ou 15 dias
mantiveram os valores de polifrutanos com uma tendéncia a diminuir o grau de
polimerizagdo médio (Figura 21 B e Tabela 7).

O fato dos rizdforos das plantas sem irrigagdo por 30 dias apresentarem as
maiores quantidades de polifrutanos sugere intensificagdo no metabolismo dos
frutanos em consequéncia da translocacao de fotoassimilados da parte aérea (em
senescéncia), para a subterrénea.

Mudangas nas atividades enzimaticas ocorrem devido ao estresse hidrico e
frequentemente os niveis das enzimas envolvidas em hidrélises aumentam (Hsiao,
1973). Thomas (1990) observou que 0 maior impacto do déficit hidrico ocorre na
composicao dos carboidratos armazenados, pois em folhas de Lolium perene o

déficit hidrico induziu a despolimerizagéo dos frutanos.
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Ao analisar-se o grau de polimerizagédo médio dos polifrutanos em rizéforos
de plantas de V. herbacea submetidas a déficit hidrico, verificou-se que até 30 dias
sem irrigagdo néao ocorre alteragdo no tamanho médio das cadeias , mas apos 60
dias o grau de polimerizag&o médio aumenta. Através das analises por HPLC (Figura
24), verifica-se que apods 60 dias diminuem os polifrutancs de cadeias mais curtas.
Esses polifrutanos podem estar sob a agéo da enzima FFT (frutano-frutosil-
transferase) e/ou enzimas hdroliticas que atuam preferencialmente nos polifrutanos
intermediarios; com © consumo preferencial dos polifrutanos intermediarios o grau
de polimarizag&o médio aumenta sem que haja aumento no contetido dos mesmos.

E conhecido o fato de que em condigdes de estresse moderado a respira¢ao
decresce e, & medida que este vai se tornando severo a respiragéo aumenta para
niveis acima do controle da planta é finalmente declina em condi¢gbes extremas de
estresse (Hsiao, 1973).

Em Vernonia herbacea provavelmente até 30 dias as condi¢des de estresse
sd0 moderadas, a respiracéo € baixa e os frutanos estao sendo armazenados; apos
esse periodo © estresse vai se tornando severo e os produtos da hidrolise vao
sendo consumidos na respiragéo que deve ser aumentada. Apds 60 dias, ataxade
respiragéo vai declinando, as condigbes de estresse sio extremas e as plantas
acabam morrendo.

Segundo Thomas (1991) os frutanos afetam pouco o potencial osmdtico; o
ajuste osmoético pode ser devido a mudangas no contelido de agua pois, com a
diminuigao de agua na célula, o contelido celular fica mais concentrado. No entanto
ele sugere que o acumulo de carboidratos soliveis pode ser um mecanismo para

armazenar estes compostos sem causar excessiva reducao do potencial osmético.
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Muitas plantas mantém o turgor de seus tecidos através do ajuste osmdético
{Thomas & Evans, 1890). Um decréscimo no potencial da égua na célula durante o
déficit hidrico pode ser consequéncia do aluste camético, o aumento de acimulo
ou sintese de solutos pode contribuir para o gbaixamento do potencial osmético da
célula e permitir gue a mesma mantenha-se tirgida ( Nelson & Spolen, 1994).

Os resuttados obtidos nssse trabalho revelaram gue em Vernonia herbacea,
os frutanos podem estar asscciados a0 mecanismo de manutengéo de turgor dos
tacidos dos rizdforos. Esta associagdo pode ocorrer quando © excesso de
fotoassimilados € metabolizade em frutancs, evitando deste modo que a
concentragdo de aclcares fique muito alta (2lém dos limites fisioldgicos) e
consegqusniemeante permitindo que o balango hidrico entre as células seja mantido.
Este baiango tambeém pode ser mantido quando oligo e polifrutanos s&o
degradados, gerando pequenas moléculas capazes de contribuir para o abaixamento
do potsncial osmotico da célula e consequentemente manter as células tirgidas e

vivas.

3 - IMPORTANCIA DO METABOLISMO DOS FRUTANOS
h

EM Vernonia herbaces

C papel dos frutancs como carboidratos de reserva € indiscutivel (Pollock,

1886, Carvalho & Diefrich, 1893, Figusiredo-Ribeiro, 1993). A sua ocorréncia em
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plantas consideradas evoluidas sugers a existéncia de um significado evolutivo para
seu aparecimerito. No entanto, as pressbes seletivas que favorsceram o surgimento
dos genes envolvidos na sintese de frutanos ainda s&o desconhecidas (Hendry &
Wallace, 1993).

Eagles (1967) j& havia observado gque muitas plantas que suportavam
periodos de seca ou frio durante seu ciclo de vida armazenavam frutanos. Estudos
posteriores sugeriram que os frutanos poderiam atuar como crioprotetores em
plantas submetidas a temperaturas baixas (Pontis & Del Campillo, 1985; Hendry,
1987). Recentermente tem sido sugerido que os frutancs estdo relacionados com os
processos de manuntencéo de turgor celular em plantas submetidas a deficiéncia de
adgua (Hendry, 1983; Hendry & Wallace, 1983; Hendry, 1995). Segundo Pontis
(1990}, o pape! dos frutanos como carboidratos de reserva estaria relacionado com
as esiratégias de adaptacho em plantas submetidas a temperaturas baixas ou déficit
hidrico.

A maioria dos estudos sobre a importancia dos frutanos tem sido realizada
com plantas nativas ou adaptadas a regides de clima temperado; pouco se conhece
sobre o efeito dos frutanos no metabolismo de espécies tropicais.

No presente trabalho escolheu-se Vernonia herbacea por ser uma espécie
de clima tropical que armazena frutanos em seus 6rgaos subterraneos e durante seu
ciclo de vida paissa por periodos de seca, acompanhados de temperaturas baixas.
Portanto, esta planta € um bom modelo para se verificar as correlagbes existentes
entre este carboidrato de reserva e deficits hidricos efou baixas temperaturas em
ambiente sub-tropical.

Piantas de Vernonia herbacea apresentam variagbes sazonais nos niveis e
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na composigao dos frutanos armazenados nos rizéforos, O metabolismo dos frutanos
nesta espécie parece nao estar envolvido com 0s mecanismos crioprotetores, pois
os tratamentos com temperatura baixa somente aceleram ou retardam as variagoes
fendlogicas e sazonais anteriormente observadas no metabolismo dos frutanos
(Carvalho & Dietrich, 1983).

O ajuste osmético durante o déficit hidrico € um mecanismo pelo qual muitas
plantas mantém o turgor de seus tecidos (Morgan, 1984, Thomas & Evans, 1990). Os
resultados obticios com V. herbacea indicam que os rizéforos submetidos a deficit
hidrico, por 30 dias, conseguem manter os seus tecidos 100 % targidos. Essa
manutencao de turgor parece estar relacionada com as variagoes observadas nos
frutanos, pois durante este periodo ocorreu aumento de metabolitos que contribuem
para o ajuste osmotico na célula, como frutose e glicose livres, sacarose e
oligofrutanos de baixa massa molecular.

Em V. herbacea os frutanos chegam a representar até 80 % de massa seca
dos rizéforos. Dessa maneira, tanto nos tratamentos de temperatura baixa, como nos
de déficit hidrico, peguenas variagdes que possam ser importantes no processo de
osmoregulagao provavelmente nao foram detectadas pelos métodos convencionais.
Além disso, as variagbes existentes entre as amostras € geralmente grande em
plantas selvagens, podendo mascarar variagbes significativas para a especie. Esse
fato ja era conhecido antes de iniciar este estudo; no entanto, ao utilizarem-se
variaveis ambientais drasticas, especialmente déficit hidrico, esperava-se que as
alteragdes no metabolismo de frutanos fossem muito superiores aquelas entre as
amostras, o que em alguns casos, efetivamente n&o ocorreu.

Nos experimentos de déficit hidrico, limitar as regides de dessecamento, assim
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como foi realizado nos tratamentos de temperatura baixa nos quais foram utilizados
fragmentos de rizéforos, podera em experimentos futuros, ajudar a elucidar o papel
osmoregulador dos frutanos. Experimentos com  fragmentos de rizéforo
possibilitariam nao s6 a utilizagio de um nimero maior de amostras, bem como de
condigbes mais controladas como, por exemplo, temperatura constante durante o
dessecamento. Necessitariam, porém, de uma uniformizacéo de fragmentos, o que
esta demandaria um grande numero de plantas em condigbes semelhantes de
crescimento.

Apesar das limitagbes acima assinaladas, os estudos com Vernonia herbacea
revelaram que os frutanos presentes nos rizoéforos, além de constituirem carboidratos
de‘ reserva, estao envolvidos nos mecanismos de manutengdo de turgor, o
envolvimento direto em mecanismos de crioprote¢do nao foi observado. Esses
resultados corroboram a hipotese de Hendry (1995), a qual propde que a
biossintese de frutanos tenha sido favorecida pelo desenvolvimento da sazonalidade
ambiental, especialmente pelos periodos de seca.

Esta teoria se aplica a V. herbacea e a outras espécies acumuladoras de
frutanos presentes no cerrado brasileiro, pois neste bioma estas passam por pelo
menos um periodo de seca dréstico durante seu ciclo de vida. No entanto, como
explicar a ocorréncia de frutanos entre plantas de regides de clima temperado ?
Segundo Ting (1982), temperaturas abaixo de zero graus Celcius muitas vezes
provocam a formacao de cristais de gelo dentro dos espagos intracelulares, através
da utilizacdo da agua proveniente das células e, consequentemente, gerando um
dessecamento celular. O processo de absorgdo de agua através do sistema solo-

planta também diminui em condicbes de baixas temperaturas (Levitt, 1980a).
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Portanto, os fritanos poderiam ter pape! semelhante tanto nas plantas submetidas
a baixas temperaturas como naquelas submetidas a déficit hidrico, pois em ambos
os casos a dirninuigdo da disponibilidade de dgua nos tecidos faz com gue ocorram
mudangas metabdlicas que favorecem a manuntengéo do turgor nas células e

tecidos.

4 - INULINA DE V. herbacea NA FUNCAO RENAL

Devido a ocorréncia de amplas variagdes nas massas moleculares dos
frutanos, mesmo dentro de uma familia, foi realizada uma andlise qualitativa das
inulinas de Vernonia herbacea e de Dahlia sp, importada e distribuida no Brasil
pela Sigma. Como esté indicado na figura 25 ambas inulinas apresentaram padrao
de distribuicdo de massas moleculares semelhante, com a mesma massa molecular
média, o que constituiu a primeira sugestao de que a inulina de V. herbacea também
poderia ser utilizada nas determinagbes de medidas de clearence.

A verificac@c de que a presséo arterial dos ratos n&o varia ac longo do
experimento com a continua infusédc de qualquer uma das duas inulinas sugere
que a proveniente de V. herbacea, assim como a comercial, n@o apresenta efeitos
sistémicos colaterais. Isto se deve & propriedade da inulina ser uma substancia
inerte fisiologicamente (Smith, 1851; Brenner et al., 1986; Levey et al., 1991), n&o
sende metabolizada no organismo e, em consequéncia de sua massa molecular,

nao penetrar nas células, distribuindo-se apenas no fluido extracelular. Cumpre
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salientar que esse polissacaridec €  utilizado em fisiologia animal como um
marcador de volums extracelular (Aires, 1891).

A carga filtrada e a carga excretada da inulina de V. herbacea foram iguais
{(Figura 27), indicando que esta substancia pode ser usada para medir
adeguadamente a filiracée glomerular, por n&o sofrer influéncia da fungéo tubular.
Caso esta fosse reabsorvida pelo epitélio tubular renal, sua carga filtrada deveria ser
maior que & excretada. Se houvesse secregdo tubular, 0 oposio deveria acontecer.
Assim, a inulina de Vernonia herbacea, néc sofrendo transporte tubular, pode ser
utilizada em experimentos de microperfusao tubular renal, como marcadora da
reabsorcio tubular de &gua: quanto mais concentrada estiver no tabulo, maior sera
a reabsorcao de agua.

A igualdade das cargas filrada e excretada demonstra, pois, que todo ©
plasma filttrado fica depurado da substéncia e essa depuragao plasmaética é que
corresponde & filirag&o glomerular do individuo (Aires, 1991; Levey et al., 1991). Tal
afirmacéo € comprovada nos experimentos em que foi dobrada a concentracio
plasmatica de inulina pois, nessa situacio, a filtragdo glomerular se manteve
constante, ocorrendo concomitante e igual aumento das cargas filtrada e excretada.

O ritmo de filttraggo glomerular foi © mesmo para as duas inulinas estudadas,
indicando que ambas s&o iguaimente filtradas e que a comercial poderia ser
substituida pela extraida de V. herbacea em pequisas de fisiologia renal e,
eventualmente, em pacienies nefropatas.

Entretanto o processo de extrag&c e o grau de pureza da inulina de V.
herbacea devem ser examinados em mais detalhe antes que seu uso em humanos

possa ser preconizado.
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- As condigbes de temperatura e disponibilidade de édgua no ambiente
influenciam © metabolismo dos frutanos em plantas de Vernonia herbacea.

- As variacdes do metabolismo dos frutanos durante os diferentes estadios
fendlogicos s&o aceleradas ou retardadas nas plantas de V. herbacea submetidas
a temperatura baixa , ndo havendo uma mudanga no direcionamento desse
metabolismo em fungiéo da temperatura baixa

. Os frutanos de Vernonia herbacea, através de alteragbes nos tamanhos de
suas moléculas, estéo relacionados com a manutencdo de turgor das celulas,
podendo ser associados aos mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico.

- A inulina extraida de rizéforos de V. herbacea pode ser utilizada em
substituicao & inulina comercial da marca Sigma, nas medidas do ritmo de filtragéo
glomerular e em experimentos de microperfuséo tubular renal, como marcadora

da reabsorcéo tubular de dgua.
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Os objetivos deste trabalho foram verificar o efeito de temperatura baixa e do
déficit hidrico no contelido & na composi¢ao dos frutanos presentes em rizéforos de
Vernonia herbacea, e determinar se a inulina isolada e purificada de V. herbacea
pode ser usada para avaliar o ritmo de filtragéo glomerular em substituicéo a inulina
importada.

Plantas intactas em inicio de dorméncia, que apresentavam part;) agérea, ao
final do tratamento de frio (5°C) apresentaram contelido de frutanos maior que o das
plantas mantidas a 25 °C. Tratamento semelhante com plantas sem a parte aérea
{dorméncia), apreséntaram poucas diferencgas no conteGdo de frutanos dos rizéforos
das plantas mantidas a 50u 25 °C. Esse resultade sugere que o acumulo de frutanos
ocorrel devido ao excesso de fotoassimilados provenientes da parte aérea e que
o frio néo tem efeito direto neste acamulo.

Fragmentos de rizéforos retirados de plantas em fase de dormeéncia,
apresentaram ao final do experimento um aumento no contetido de polifrutanos em
relagéo ac inicio do tratamento. No entanto, fragmentos retirados de plantas em
fase de brotacio apresentaram uma diminuicdo do conteludo de polifrutanos ao
longe do periodo de tratamento. Esse aumento ou diminuicao ocorreram
independentemente  da temperatura, mostrando que as variagoes observadas
parecem estar mais relacionadas com o estadio fendlogico da planta do que com ©
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tratamento de temperatura.

O conteldo reiativo de agua nos tecidos (CRA) dos rizéforos de plantas
submetidas a déficit hidrico declinou mais lentamente que o contelido de agua no
solo. Até 30 dias sem irrigagéc o CRA se manteve igual ao do inicio do tratamento
(100%), apesar do conteldo de agua no solo haver baixado para 36 %. Essas
plantas foram as que apresentaram em seus rizbforos os maiores valores de
oligofrutanos acompanhados pelas maiores quantidades de sacarose e frutose livre.

Concluiu-se que em V. herbacea os frutanos estao associados ao mecanismo
de manutenc@c de turgor dos tecidos dos rizéforos, através de alteragbes nos
tamanhos de suas moléculas.

Nos experimentos sobre o uso da inulina de V. herbacea na fungéo renal
verificou-se gque a carga filirada e & carga excretada da inulina foram iguais,
e gue o ritmo de filtragdo glomerular foi © mesmo da inulina comercial, indicando
que esta substancia pode ser usada para medir adequadamente a filtracéo

glomerular.
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