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Resumo

O presente trabalho teve como abjetivo verthicar o efeito do
estresse hidneo sobre o acimulo de prolina ivre em folhas de caapi
( Vigna unguicslata (1.) Walp), cv. EMAPA-821. () experimenta
foi conduzido em casa de vegetagio, em Botucatu, 5B Brasil, vom
22952 lagtude sul, 48°26" longitude ocste ¢ 800m alomude. O
delincamento experimental anlizadoe foi de blocos ao acasa, com
sere tratamentos decorrentes da interrupcao da irrigagio por perio-
dos varavers em diterentes estadios fenoldgicos (vegetanvo, pre-
floracan ¢ enchimento de graos). A matéria seca das folhas for ob-
tida através de sete coletas periodicas realizadas com intervalos de
dez dias ¢ a concentragio de prolina livre na tolha t determinada
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apos cada coleta. A medida que aumentou a duragao do periodo
de estresse, houve acimulo de prolina livre nas folhas. A maior
concentragio de prolina ocorreu nos tratamentos cuja duragao do
periodo de estresse se prolongou por mais tempo, porém apos a
irrigagdo as plantas apresentaram decréscimo nos niveis desse
aminodcido. Os resultados sugerem que o acimulo de prolina pode
representar um importante mecanismo na manutengao da rurgidez
das plantas, permitindo-lhes resistir parcialmente a condigoes de
seca durante scu desenvolvimento.

Unitermos: Vigna unguiculata, prolina, déficit hidrico.

Summary

The objective of this paper was to verify the accumulation
of free proline in leaves of cowpea (Vigna unguiculata (1..) Walp),
cv. EMAPA-821, when subjected to water stress. The experiment
was conducted under green house conditions in Borucaru, ST,
Brasil, 22°52’ south latitude, 48926 west longitude and 800 m
of altitude. The experimental design was a randomized block with
seven treatments and consisted of suspending irrigation of plants
in various developing phascs (vegetative, preflowering and grain
filling) for a different number of days. Leaves dry matter was
taken in seven collects, with a ten-day interval and leaf proline
concentration was determined and expressed as mmol/g dry
weight. With the development of water dcficits, free proline
accumulated in the leaves. The greatest increascs in proline
occurred in those treatments with the longest water deficit periods
but after rewatering, the plants exhibited lower levels of this
aminoacid. The results suggest that proline accumulation may
play an important role in the maintenance of turgor of the plants,
which enable them to partially resist drought conditions during
their development.

Key words: Vigna unguiculata, proline, water dcficit.
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Introducao

A dgua ¢ um elemento essencial na agricultura participan-
do, direta ¢ indiretamente, do crescimento das plantas. Embora
scja um dos constituintes mais abundantes na natureza, ¢ reco-
nhecidamente um dos fatores que mais restringem o incremento
da produtividade das culturas.

Virios estudos vém sendo realizados no sentido de verifi-
car a agao de determinados compostos como indicadores de dife-
rentes tipos de estresse ambiental, principalmente o hidrico, Dentre
estes compostos encontra-se a prolina, que segundo relatos da
literatura, ¢ acumulada quando as plantas sio submetidas a déficits
hidricos.

Assim, Machado et al. (1976) e Jager ¢ Meyer (1977), es-
tudando plantas de feijao, evidenciaram a possivel importiancia
ecoldgica desse fato para a planta, por ser um mecanismo de adap-
tagao para superar periodos curtos de scca. Sendo a prolina um
aminodcido altamente hidréfilo, capaz de estabilizar coloides e
processos metabolicos no tecido, armazenando carbono, nitrog¢-
nio e energia, os citados autores consideraram a possibilidade de
plantas com maior habilidade em acumular prolina suportarem
maiores deficits hidricos.

Jager ¢ Meyer (1977) observaram que o metabolismo de
destruicao de prolina formando glutamato fornece energia na for-
ma de compostos redutores, NADH ¢ NADPH. Como o
glutamato fornece compostos de carbono para o ciclo de citrato
que sao metabolizados para CO,, os redutores seriam usados para
assimila¢ao desse CO, por um mecanismo diferente da
fotossintese. Isto possibilitaria o fornecimento de carbono as plan-
tas, considerando-se o fato de que os estomatos e a fotossintese
50 sc recuperam gradualmente apos a reidratagao. A alta solubili-
dade de prolina em dgua (162,3g/100ml), em relagao ao glutamato
(0,843g/100ml) e aspartato (0,5g/100ml), confirma sua impor-
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tincia em vista do fato de que em estresse a prolina pode perma-
necer em concentracoes extremas na ¢élula, na forma sohivel at-
va, como C, N e fonte de cocrgia.

Shevyakova {1984) constatou que uma das fungdes do
acumulo de prolina em plantas cstressadas sena protegio €
osmoregulagao. Este aminodcido possui alta solubilidade em agua
¢ além de possuir uma parte hidrofilica, possui tambhém uma par-
rc hidrofdbica. A prolina podena higar-se com as superficics resi-
duais hidrofobicas da proteina, nao interferindo com as interagocs
hidrofdbicas intramoleculares da proteina, evitando neste caso, a
sua desnaturagio. A prolina agregada 4 proteina aumentaria a sua
solubilidadc ¢ a protegeria da desnaturagio sob condigdes de dé-
ficit hidrico ¢ salino.

Fumis et al. {1996} obscrvaram que os niveis de prolina
aumentaram quandao plantas de trigo foram submetidas ao estresse
hidrico e no decorrer do desenvolvimento da cultura, Segundo
08 autores, o aumento desre aminodado teria promovido um ajus-
tamento nsmarico ou auxiliado nesre ajustamento, concluindo-se
que o aumenta de prolina |, sob condigoes de déficits hidricos,
poderia ser um indicador de estresse hidrico na cultura do rigo.

Em muitas plantas, a prolina livee se acumula em resposta
a0 aparecimento de um grande nimero de formas de estresses
bidticos ¢ abidticos como por exemnplo déficit hidrco, salimdade,
alras e baixas temperatoras, toxicidade a metais pesados, infecgo
por patdgenos, deticiéneia nutricional, poluigao at mostérica ¢ ra-
diagio ultra violera. Entretanto, controvérsias tém envolvido a
amplitude na qual alteraghes no metabolismo do nitrogémo po-
deriam bencficiar plantas sob condigdes amlventais adversas. A
maioria das tentarivas para avaliar o fendmeno tém colocado em
evidéncia a habilidade da prolina de atuar sobre o ajustamento
asmotico, cstabilizar estruturas subcelulares e a chiminagao de ra-
dicais livres. Além da forma de prolina livee, pontos de saturacao
de prolina poderiam apresentar importante atuagia, Coma por
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exemplo diminuir a acidificacio induzida pelo estresse ou a respi-
ragao oxidativa primaria tornecendo energia necessdria para a sua
recuperagio (Hare e Cress, 1997),

03 caupt { Figne snguiculata (L.) Walp) ¢ considerado uma
espécie alamente resistente 1 seca, NO cntanto, assim coma a
maioria das plantas, apresenta periodos criticos em relagfo a falta
de dgua, o que pode diminuir consideravelmente seus rendimen-
tos. Face as consideragdes expostas, o presente trabalho reve como
objetivo avaliar as variaghes nos niveis de prolina como resposta
ao cstresse hidrico em plantas de caupt (Vigne unguicilate (1.,
Walp), culovar EMADPA-821, submetidas a diferentes regimes de
umidade, em diferentes estadios fenalagicos.

Material ¢ Métodos

O experimento foi conduzido em casa de  vegetagio, com
cobermura plistica, na Arca Experimental do Departamento de
Botinica, Instituto de Biociéncias, UNESE, Campus de Botucam-
ST com coordenadas geogriticas de 20°52lanmade sul, 487207
longimude ocste ¢ 800 metros de altitude, durante o periodo com-
preendida entre os meses de setembro de 1997 a janeiro de 1998

Utilizou-se o cultivar EMAPA-821 de caupl ([ Figna
unguiceelatn (L.) Walp.), cujas sementes foram cedidas pela Em-
presa Maranhense de Pesquisa Agropecuania (EMATPA).

O delincamento experimental atilizado foi o de hlocos a0
acaso, em esquema fatorial do tipo 7 tratamentos x 7 coletas com
trés repetiches, totalizando 147 unidades experimentais unhza-
das em coleras periddicas a cada 10 dias. Em cada coleta foram
descartados 21 vasos correspondentes a trés repetigdes dos 7 tra-
ramentos utilizados e feira a separagio das diversas partes da planta,
as quais, posteriormente, foram sccas cm estufa de circulagio for
cada de ar a 60°C por 48 horas. A determinagio dos niveis de
prolina em intervalos regulares, teve por objetivo veriflcar se o
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efeito do cstresse hidrico imposto &5 plantas, agindo sobre a
fenologia da cultura, podena modificar as guantidades de prolina
livre nas folhas, A determinacio de prolina foi teita utilizando-se
amostras de matéria seca de tolhas da planta ¢ calculada em
micromol de prolina por grama de maréria seca de folha. Posteri-
ormente, cstes resultados foram submertidos 3 andlise de vandnoa
(teste F) e comparagao de médias (teste Duncan), ao nivel de 5%
de probabilidade. A diferenciacao dos tratamentos teve inicio 17
dias apods a semeadura [DAS) sendo que a primeira coleta de
material {C1) toi realizada 25 DAS c aalrima (C7), 85 DAS.

Qs tratamentos consistitam da combinagio entre a dura-
¢do e a época de aplicagio do estresse hidrico an longo do ciclo da
culrura, confonme indicado a segur:

Tratamento 1: Estresse hidrico na fase vegerativa (a partic
deV, ), com duragio de 23 dias (17 — 40 DAS).

Tratamento 2: Esoresse hidrico na fase reprodutiva (R.),
com duragio de 20 dias (38 - 58 DAS).

Tratamento 3: Estresse hidrico na fase reprodutiva (Ry),
até a maturagio hsioldgica (68 — 78 DAS),

Tratamento 4: Estresse hidrico na fase  vegetativa (4
partir de V), com  duragao de 23 dias (17 — 44 DAS) ¢ na fase
reprodutiva (R,) aré a maroragio fisioldgica (84 - 93 DAS).

Tratamento 5: Esoresse hidrico na  fasc reprodutiva
(R;), com duragao de 28 dias (38 — 66 DASN).

~_ Tratamento 6: Estresse hidrico na fase vegerativa (3 partir
de V), com duracio de 37 dias (17 - 54 DAS).

Tratamento 7: Irrigado durante todo o acle {testemunha),

De acorda com a descnigio anterion as plantas de cada trara-
mento anham sua irngacio wrerrompida nos estidios fenoldgicos
pré-determinados, sendo que a intensidade do estresse era definida
pela duracio dos mesmos. Para o acompanhamento da fenologia da
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cultura e a aplicagin do estresse hidrico nos estadios fenoldwncos de-
sejados, toram teitas observagoces de fenologia LI,]..HI'J.;'{L'I'ICI'IIE:,. coanfor-
me pode ser verificado em Leite eval. (19993, Apds o {inal do peri-
odo de estresse, as plantas voltavam a receber agua normalmente
até anngirem  capacidade de campo (-10 Kpa).

Para a determinagao de prolina, fo1 unhzado o métado de
Bates et al. {1973} modificada por Torello ¢ Rice {1986). Foram
utilizadas 40mg de matenal seco das {olhas, homogensizado cm
10 ml de dcido sulipsalicilico a 3% ¢, apds agitagio por 60 minu-
tos, o extrato foi filvada através de papel de Aloro Whatman no.
2. Do extrato foi retrada uma aliyuota de 2 ml ao qual foram
adicionados 2 ml de uma solucio de ninhidring dcida e 2 ml de
dcido acético glacial. O material foi colocado em banha-man
em ebulicia por 60 minutos ¢ em seguida resfriado em banho de
gelo. A leitura foi realizada a 520 nm em totocolorimetro, cantra
um branco, onde o volume Ja amostra foi substituido por aado
sulfosalicilico a 3%. O valor da absorbanaa foir camparado com
uma curva padrio de prolina. Os resultados foram cxpressos em
micromoles de prolina por grama de material seco de folhas.

Resultados

A tabela 1 revela que na coleta 11 {35 DAS), quando todos
0 tratamentos  se cncontravam com a terceira folha enfoliada
completaments: expandida, os malores niveds de pralina ocorre-
ram nos rratamentos T1 ¢ T6, seguidos pelo tratamento T4, Nesra
dlata, estes rrés tracamentos se encontravam ignalmentc esoressados
pelo mesmo periodo. Os rratamentos T2, T3 e 15 nido diferiram
cstatisticamente ¢ntre si, ¢ nem em relagio ao watamento 17 (tos-
remunha).

Na caleta 111 {45 [DAS), 0s nivers de prolina mais clevados
ocorreram nos tratamentos 1'1 ¢ T4 (fase vegetariva), os quais ji
estavam sendo irrigados, porém mantinham clevados valores de
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prolina como resposta ao periodo de estresse hidrico anterior. O
tratamento T6 praticamente manteve-se inalterado em relagao a
coleta anterior ¢ nao apresentou diferenga estatisticamente signi-
ficativa entre os tratamentos T4 ¢ T5. Nesta coleta, os tratamen-
tos T2 e T5, os quais jd se encontravam na fase reprodutiva, de-
monstraram aumentos dos niveis de prolina em relagao a coleta
anterior, evidenciando o efeito do estresse hidrico sobre o acimulo
de prolina na folha. Os tratamentos T2 ¢ T3 nao apresentaram
diferenga estatisticamente significativa em relagio a testemunha.

TABELA 1 — Resultados obtidos para niveis de prolina (mmol/
gMS) de folhas do caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp) cv EMAPA-821, submertidas a déficits
hidricos de diferentes intensidades, em diferentes
estadios de desenvolvimento, através do teste de

Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade.

Coletas

Trar. Cl i) C3 C4 C5 C6 C7

(25DAS) (35DAS) (45DAS) (55DAS) (65DAS) (75DAS) (85DAS)
Tl 27,69A 39,88A 57.86A 24,70C 27.72B 27,80A 20,23A
T2 20,07A 1649BC 26,50C 69,96A 44.80B 33,71A 29.32A
T3 24,61A 19,10BC 26,69C 30,14C 30,01B 33,35A 18.58A
T4 30,62A 30,76B 47,01AB 28,78C 34,54B 17,97A 33,17A
TS5 26,47A 15,77BC 35,65BC 49,04B 67.85A 27,31A 32,41A
T6 25,12A 33,80AB 33,78BC 72,90A 41,56B 27.48A 18,96A
T7 21,94A 11,53C 24.77C 26,21C 33,55B 28,54A 24.00A

Médias seguidas pela mesma letra,nao diferem significativamente.
Letras maitsculas = vertical

Na coleta IV (55DAS), os tratamentos T6 (fase vegetativa)
e T2 (fase reprodutiva) apresentaram os maiores niveis de prolina
ainda como resposta ao estresse hidrico ao qual esteve submetido o
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tratamento T6 anteriormente € ao prosseguimento do estresse for-
necido ao tratamento T2, logo apos a terceira coleta, nao diferindo
significativamente entre si. Em seguida, o tratamento T5 apresen-
tou clevado nivel de prolina em resposta a continuidade da condi-
¢ao de estresse, enquanto os tratamentos T1 ¢ T4 mostraram di-
minuicao dos niveis de prolina, nao apresentando diferengas signi-
ficativas entre si e nem em relagao aos tratamentos T3 ¢ T7,

Na coleta V (65 DAS), o maior nivel de prolina foi obser-
vado no tratamento T5, o qual ainda era mantido sem reposi¢ao
de dgua, ndo havendo significancia estatistica entre os demais tra-
tamentos, mesmo em relacio aos tratamentos T2 e T6 os quais
ainda se mantinham um pouco altos, porém mostravam decrésci-
mo dos niveis de prolina pela interrupgao do estresse hidrico.

Quanto as coletas VI e VII, a tendéncia geral fo1 haver uma
diminui¢io dos niveis de prolina em consequéncia do forneci-
mento de dgua as plantas submetidas ao estresse, nao havendo
diferencas significativas entre 0s mesmos.

Observa-se ainda que, mesmo ndo tendo apresentado dife-
renga estatisticamente significativa, na coleta VII, o tratamento
T4 mostrou elevagio do nivel de prolina em resposta ao novo
periodo de estresse ao qual foi submetido no estddio de enchi-
mento de graos.

Discussao

De um modo geral, foi observado aumento dos niveis de
prolina na folha quando as plantas foram submetidas ao estresse
hidrico, o qual se acentuou com o aumento da duragao do perio-
do de estresse. Por outro lado, esses niveis diminuiram rapida-
mente 2 medida que o fornecimento de dgua foi restabelecido,
conforme pode ser observado pelos resultados dos tratamentos
T2, cujo estresse hidrico foi interrompido aos 58 DAS ¢ T5, aos
66 DAS, ambos na fase reprodutiva. Os tratamentos T1, T4 ¢
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T6, todos na fase vegetativa, mantiveram niveis mais clevados de
prolina por um periodo mais prolongado, mesmo apos o final
do estresse hidrico (40 e 54 DAS, respectivamente). Esses resul-
tados indicam que a elevagao dos niveis de prolina estaria direta-
mente relacionada a duragao ¢ intensidade do estresse hidrico po-
rém, o estidio fenoldgico da planta poderia estar afetando de al-
guma forma estas respostas.

Os resultados obtidos concordam com os da literatura, que
relatam acimulo de prolina nas folhas de plantas submetidas ao
estresse hidrico. Este aumento poderia ser devido a uma regulagio
osmotica e prote¢ao da integridade celular (Stewart ¢ Lee, 1974),
constitui¢ao de um estoque de nitrogénio ¢ carbono, para ser uti-
lizado depois do periodo de estresse (Machado et al., 1976; Jager
e Meyer, 1977), aumento da atividade das enzimas envolvidas na
sintese deste aminodcido (Jager ¢ Meyer, 1977) ou ainda, a inibi-
¢ao da oxidagao da prolina (Stewart et al., 1977), sugerindo que
0 aumento observado, principalmente em cercais, durante o
estresse hidrico poderia ser considerado um mecanismo de adap-
tagao das plantas as condigoes adversas ocorridas.

McMichael e Elmore (1977) verificaram que plantas de al-
godao, crescendo em casa de vegetagdo, submetidas a estresse
hidrico, apresentaram cerca de 100 vezes mais prolina livre do
que as plantas nao estressadas. Os autores também notaram au-
mento no contcudo de prolina total, sugerindo que houve algu-
ma sintese de prolina. Barker et al. (1993) avaliaram respostas
fisiologicas de gramineas forrageiras ao déficit hidrico, buscando
respostas quanto a resisténcia a seca e encontraram concentragocs
médias de prolina na folha, vinte vezes maior nas plantas estressadas
quando comparadas as plantas irrigadas, cultivadas em casa de
vegetagao.

Os resultados encontrados no presente experimento para
folhas de plantas do caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), culti-
var EMAPA-821, mostraram aumentos bastante significativos dos
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niveis de prolina livre na folha acumulados nos diversos trata-
mentos em relagio a testemunha, chegando a apresentar valores
aproximadamente trés vezes maiores em relagao a mesma, con-
forme observado para os tratamentos T2 e T6 na coleta TV.

Especificamente para o caupi, Turk e Hall (1980) relataram
que esta espécie apresenta uma capacidade de escape ao déficit
hidrico durante todo o ciclo ¢ que o mecanismo de resisténcia a
seca resulta num decréscimo do fluxo de absorgao de dgua quan-
do o solo comeca a secar. Independentemente da época ¢ da de-
manda atmosférica, durante a ¢poca de crescimento, o potencial
hidrico das folhas ndo cai além de -1,5 MPa (Clark ¢ Hiller 1973;
Turk e Hall 1980). Esta flexibilidade limitada de potencial hidrico
parcce ser principalmente devida aos mecanismos controladores
do fluxo de transpiragao, tais como redugao da taxa de crescimen-
to foliar ¢ aumento da taxa de abscisao de foliolos (Turk et al.,
1980; Leite, 1999) ¢ orientacao dos toliolos de modo a reduzir a
taxa de absorgao de radiagao solar (Shackel ¢ Hall, 1979). Shouse
(1979) também concorda que o caupi evita o estresse hidrico pela
sua capacidade de manter alto potencial hidrico interno. No en-
tanto, cxiste uma variabilidade genética quanto a resisténcia das
plantas a cstas condigoes hidricas.

Considerando-se os diversos resultados obtidos por esses
autores no que se refere a0 comportamento desta espécic em pre-
senga de dcficits hidricos, diversas causas podem ter contribuido
para as variagoes nos niveis de prolina desta espéeie, ocasionando
as respostas observadas. Por outro lado, a elevada capacidade de
recuperagio das plantas apds os periodos de estresse, deixa
transparecer a alta capacidade de resisténcia a seca exibida pela
cultura, a qual podera estar ligada as variagoes observadas nos
niveis de prolina na folha dos diversos tratamentos.

Esta podera vir a se constituir uma caracteristica adaptativa
desejdvel a ser incorporada em cultivares comerciais, conferindo
a espécie condigoes necessdrias para recuperagao apos periodos
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prolongados de estagem. No entanto torna-se necessdria uma
pesquisa mais ampla entre cultivares com diferentes resisténclas a
seca para (uie s& possa conchair sobre um comportamento pro-
prio desta espicie,
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