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RESUMO

O estudo de plantas de feijio (Phaseolus vulgaris L.) submetidas 3 defi-
ciéncia hfdrica e temperaturas de 35-40°C, umidade relativa (UR) 40-100%; 5-10°C,
UR 20-30%; 2-5°C, UR 10-20%, realizado em casa de vegetagio e cdmara de cresci-
mento, no Instituto Agrondmico, em 1982, mostrou haver cormelagdo negativa entre
o acimulo de prolina e o potencial de pressdo de 4gua nas folhas (p). Os cultivares
Curitibano e P-511, este ltimo considerado resistente & seca e baixa temperatura,
apresentaram o menor acimulo de prolina e o maior p, confirmando a hipbtese de
que §é possivel o reconhecimento de material geneticamente resistente a escassez de
dgua através da selegdo de plantas que acumulam menor quantidade de prolina,

Termos de indexagfio: temperatura, d4gua e umidade; prolina; potencial de 4gua.

1. INTRODUCAO

A utilizagdo do actimulo de prolina em plantas como indice de resis-
téncia 2 seca, sustentada por diversos autores, como SINGH et alii (1973);
RENA & MASCIOTTI (1976); JAGER & MEYER (1977), é baseada no fa-
to de que, sendo a prolina altamente solGvel, pode atuar em concentra¢des
extremas como estoque ativo de carbono, nitrogénio e energia. Entretanto,
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HANSON et alii (1977, 1979 a, b) contestam essa teoria, afirmando que a al-
ta de acimulo daquele aminoécido estd associada a uma ripida e precoce per-
da de capacidade de translocar nitrogénio e, possivelmente, carbono, pois
n3o consideraram que a prolina assuma papel importante no transporte de ni-
trogénio, sendo mais um sintoma de resposta nociva do que adapta¢io com
valor de sobrevivéncia. Estudos de STEWART et alii (1977, 1978); BOG-
GESS et alii (1978); HUANG & CAVALIERI (1979), mostraram que (a) a
prolina € acumulada em conseqitgncia de processo catabdlico do ciclo de
Krebs nas.membranas mitocondriais, a partir de glutamato; (b) ocorre inibi-
cdo da enzima prolina-oxidase € da sintese de proteina, provocando a ele-
vacdo da concentracdo de aminodcidos livres e, (c¢) ocorre ainda perda da ini-
bicao de “feed-back’.

Em vista da forte influéncia do meio ambiente sobre a taxa de de-
senvolvimento das plantas sob estresse de dgua e sobre o acimulo de prolina,
as diferencas genéticas somente podem ser detectadas quando gendtipos cres-
cem e sdo submetidos simultaneamente a estresse sob condicOes idénticas de
tratamento e amostragem, segundo HANSON et alii (1979).

Neste trabalho, fez-se um estudo utilizando condi¢des controladas
de temperatura e umidade para experimentos que envolveram cultivares de
feijdo, selecionados, de acordo com dados sobre aciimulo de prolina anterior-
mente obtidos por SAWAZAKT et alii (1981 a, b), e mais um apontado como
resistente a seca pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT
(Cali, Colombia). Buscou-se verificar a correlagdo entre potencial de pressio
de dgua nas folhas (wp) e o nivel de prolina acumulada nesse 6rgio, visando,
como objetivo maior, verificar a viabilidade de utilizacdo desse indice como
parametro quimico para selegdo genética de plantas mais tolerantes 4 escas-
sez de dgua no solo.

2. MATERIAL E METODOS

Para estudo do acumulo de prolina relacionado ao estresse hidrico,
foram testados no Instituto Agrondomico, em 1982, os seguintes cultivares de
feijoeiro: Jalo, Roseli, Bico-de-Ouro, Rosinha-G,, Curitibano, Aroana, Mo-
runa e P-511, este ultimo citado como resistente & seca pelo CIAT. Foram
realizados_quatro. experimentos, utilizando plantas desenvolvidas tanto em
casa de vegetacio quanto em camara de crescimento com controle de umi-
dade e temperatura, monitorizados através de termoigrografo, e vasos com 2
litros de capacidade com quatro plantas cada um e quatro repeti¢des por cul-
tivar. Em todos os experimentos, a amostra para determinacdo de prolina
consistiu em cinco discos de 1cm de diametro, retirados do limbo foliar de
folhas recém-expandidas e imediatamente imersos em solu¢do de metanol-
cloroformio-dgua (MCW) na razdo de 12:5:1 (v/v/v), e conservados a -18°C.
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Os teores de prolina foram determinados segundo RENA & MASCIOTTI
(1976), em micromoles por grama de matéria seca de folha.

Experimento |

Os vasos com composto terrico adubado com fosforo e potédssio fo-
ram colocados em camara de crescimento regulada para temperatura no in-
tervalo de 20 a 25°C e umidade relativa entre 40e 100%, € 14 horas didrias de
luz. Quando as plantas atingiram vinte dias de idade, iniciou-se estresse hidri-
co pordois e oito dias, periodo em que as condicdes de cimara foram regula-
das para temperatura de 35 a 409C ¢ umidade relativa de 30 a 100%. Apos
o estresse de oito dias, os vasos foram irrigados e a recuperag@o das plantas
estimada por medi¢Oes da altura, avaliada nas idades de 26, 33 e 39 dias. Nas
plantas amostradas, efetuou-se, além da determinac¢io do acttmulo de proli-
na, o potencial de 4gua (Lpp) na folha através da camara de Scholander.

Experimento II

No segundo experimento, procurou-se associar estresse hidrico e
baixas temperaturas. Vasos com solo adubado e plantas de 25 dias de idade
que se tinham desenvolvido em camara 4 temperatura de 20 a 25°C e umida-
de relativa de 40 a 100% foram transferidos para 5 a 10°C e umidade relativa
de 20 a 30% sob iluminacfo continua. Nessas condi¢des, aplicou-se estresse
hidrico, sendo as plantas amostradas para avaliacio do aumento de prolina,
dois e onze dias apods a Giltima irrigacao.

Experimento III

Foram utilizadas plantas desenvolvidas em vaso com vermiculifa e
irrigadas com solugio completa de Hoagland 1. Os vasos foram transferidos
da casa de vegetacd@o para camara de crescimento regulada a temperaturas de
2 a 50C e umidade relativa de 15 a 20%, quando as plantas tinham 23 e 67 dias
de idade. As amostragens para determinag@o do teor de prolina foram efetua-
das apos estresse hidrico de onze dias para as plantas de menos idade e treze
dias para as mais velhas (florescimento). Nestas foi também medida a altura
total.

Experimento IV

Os vasos com vermiculita e irrigados com soluc¢do nutritiva completa
de Hoagland 1 foram deixados em casa de vegetacdo. Quando as plantas esta-
vam com 22 dias de idade, iniciou-se estresse hidrico, efetuando-se as amos-
tragens para acumulo de prolina 14 dias ap6s.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise estatistica revelou diferencas significativas tanto para o
teor de prolina quanto para o potencial de dgua da folha entre os cultivares
ap6s os dois periodos de estresse hidrico (Quadro 1). Aparentemente, o au-
mento do aciimulo de prolina pode estar relacionado com o maior desenvol-
vimento das plantas, caso especifico dos cultivares Jalo e Carioca (Quadro 2),
que, aos 39 dias de idade, apresentavam um elongamento mais acentuado. O
fato da pequena diferenca de acimulo de prolina e da nio-correlagdo com as
medidas de observadas indica que, apesar da temperatura elevada e sus-
pensao de dgua, a alta umidade relativa interferiu na escassez de dgua, que
ndo foi suficiente para diferenciar claramente os _cultivares.

QUADRO 1 — Actimulo de prolina livre (umol/g de matéria seca) e potencial de pressdo
de dgua (Yp) em folhas de feijoeiro com 20 dias de idade n7o irrigados por 2 ¢ 8 dias

Dias sem irrigacdo

Cultivar ) 3
Prolina s Up s Prolina H p s
umol/g atm umol/g atm

Jalo ; 2,la 06 -48c 05 6,8a 2,7 -12,0a 5,7

Rosinha G, 14a 0,7 -75a 04 3,0bc 1,3 -8,6a 1,7

Carioca 1,7a 04 -54b 03 5,5ab 1,8 -7,7a 3.8

Aroana 1,3b 04 -47¢ 05 2,4c 14 -9,2a 3.8

Moruna 14a 04 -34d 0,6 2,9¢ 1,9 -11,2a 25

T 0,13ns 0,30ns

s: desvio-padrdo; 1: coeficiente de correlagdo entre acimulo de prolina e yip.
Letras no comuns indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5%.

No quadro 3 sdo apresentados os dados de acumulo de prolina livre
e potencial de pressio de dgua de folhas de cultivares de feijao submetidos
a temperatura de 5 a 100C durante dois e onze dias: 0 acimulo de prolina foi
praticamente semelhante em todos os cultivares testados apds dois ou onze
dias de escassez de dgua; o mesmo pode ser dito em relagdo ao potencial de
dgua da folha. Quando se comparam os dados do quadro 1 com os do 3, ob-
serva-se um comportamento inverso em relagdo & medida do x[/p, uma vez
que, no primeiro, houve uma eleva¢do acentuada no teor de prolina e xpp
quando o periodo de escassez de dgua passou de dois para oito dias, 0 que
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ndo foi observado no segundo caso, indicando que, a baixas temperaturas,
pode ter ocorrido a diminui¢do nos processos metabolicos sem a diminuicdo
na agua disponivel.

QUADRO 2 — Comprimento médio e respectivo desvio-padrdo (s) de plantas de feijoeiro
submetidas a 8 dias de estresse hidrico, medido aos 26 (6 dias de estresse), 33 (5 dias
ap0s reidratacdo) e 39 dias de idade das plantas

Idade Cultivares

das
plantas Jalo Rosinha G, Carioca Aroana Moruna
dias cm s cm 8 cm s cm s cm s
26 16,1 33 170 59 16,7 31 16,6 38 118 22
33 18,6 3,1 19,5 72 192 39 190 55 132 27
39 37,7 8,1 28,1 52 319 89 282 89 198 54

QUADRO 3 - Actimulo de prolina livre e potencial de pressio de 4eua (ii,) de folhas de
cultivares de feijoeiro submetidas a temperaturas de 5 a 10°C durante . - 11 dias

Dias de tratamento de 5 a 10°C

Cultivar 2 11

Prolina ‘Pp Prolina wp

umol/g atm umol/g atm
Jalo 0,02 -2,8 0,04 -1,8
Rosinha G, 0,01 -2,5 0,02 -15
Carioca 0,01 -3,1 0,04 -1,7
Aroana 0,01 -3,0 0,01 -1,5
Moruna 0,01 -3,2 0,02 -1,5

Submetendo-se cultivares de feijao a temperaturas de 2 a 5°C, du-
rante onze dias no estddio de crescimento — entre 23 e 34 dias ap6s plantio
(DAP), e treze dias no florescimento — 67 a 80 DAP, quando se deter-
minou o teor de prolina, foram utilizados os dados cujos valores médios
para teor deste aminodcido sdo apresentados no quadro 4. Nio se verificou
diferenca significativa para cultivares no primeiro periodo estudado, 23 a
34 DAP, porém isso ocorreu para o periodo de treze dias a partir do flo-
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rescimento, ao se considerar teor de prolina livre. A altura total foi semelhan-
te para todos os cultivares, variando de 39 a 42 cm, indicando n#o ter o cres-
cimento da planta influenciado o acimulo de aminodcido. Essas temperatu-
ras, 2 a 5°C, indicaram que deve ter diminuido o movimento da dgua do solo
para as raizes da planta, com a conseqilente diminui¢do do potencial de pres-
sdo de dgua nas folhas. O potencial de 4gua nas folhas (wp) apresentou uma
diminui¢do em relacdo ao acréscimo do acimulo de prolina, o que é contra-
rio ao obtido por CHU et alii (1974, 1978) para cevada a 5°C, indicando que
esta € mais adaptada as condigdes frias que o feijoeiro.

QUADRO 4 — Acumulo de prolina livre (umol/g de matéria seca) em folhas de feijoeiro
submetidas a temperaturas de 2 a 5°C por 11 dias durante o periodo de crescimento
(23 234 DAP) e 13 dias quando do florescimento (67 a 80 DAP)

Periodo 23 a 34 dias Periodo 67 a 80 dias

Cultivar ap6s plantio apos plantio

Prolina Prolina

umol/g pmol/g
Rosinha G, 49a 4.6 a
Bico de Ouro 44a 4.1ab
Roseli 3,7a 3,3ab
Jalo 34a 33ab
Moruna 41a 3,0ab
Curitibano 35a 23b
P-511 35a 2,30
) média atm -9,5 -10,5

Letras nfo comuns indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a 5%.

Comparando os dados dos quadros 1 e 4, verifica-se que os cultiva-
res Jalo e Moruna tiveram comportamento semelhante em temperaturas bai-
xas, condi¢do essa desfavordvel ao crescimento avantajado do ‘Jalo’. O estres-
se a baixa temperatura, por ter efeito imediato sobre o crescimento, parece
mais interessante para indicar a possivel resisténcia de plantas a escassez de
dgua, visto o resultado apresentado pelo ‘P-511°, considerado resistente a se-
ca e baixa temperatura.

Segundo LEVITT (1972), no resfriamento de 1 a 5°C ocorre a so-
lidificacdo dos lipidios, levando a4 formacgdo de ‘buracos’ na membrana lipo-
protéica celular,. que perde a permeabilidade. Posteriormente, ocorre a perda
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de solutos pelo plasmalema, desidratacdo da célula, desagregacdo das protei-
nas pela formacdo de grupos dissulfatos, sendo os processos fisioldgicos alte-
rados. Nas membranas mitocondriais, hd diminui¢do da cadeia respiratoria,
falta de ATP e inibic3o da sintese protéica, com acumulo de compostos amo-
niacais e aminodcidos livres. Em temperaturas altas e desidratacdo, ocorre a
hidrélise e degradacdo protéica, com formacio de compostos amoniacais e
aminodcidos livres e maior evaporac¢do, levando ao fechamento dos estoma-
tos e diminuicio da fotossintese. Portanto, plantas tolerantes ao frio, tam-
bém o sdo A seca ou ao calor, pois o efeito de temperaturas extremas e défi-
cits de agua sao dificeis de separar.

No quarto experimento, que constou da medida do teor de prolina
e do potencial de dgua das folhas apds catorze dias de estresse hidrico a tem-
peratura ambiente, verificouse comportamento diferencial entre cultivares.
‘Rosinha G,’ apresentou maior valor absoluto de aumento de prolina livre
que os demais; entretanto, estatisticamente, foi semelhante ao ‘Roseli’. Este
altimo, mais ‘Bico-de-Ouro’, ‘Jalo’ e ‘Moruna’ apresentaram valores interme-
didrios, e ‘Curitibano’ e ‘P-511°, os menores acimulos, comprovando que este
aminodcido estd associado 4 disponibilidade interna de 4gua nas plantas, pois
o ‘P-511" e ‘Curitibano’ apresentaram os menores acimulos de prolina € os
maiores Up; indicando maior manuteng¢do de dgua, conferindo-lhes a resistén-
cia a seca e baixa temperatura. A correlacdo entre prolina e ¢, foi significati-
va e indicou que quanto maior o acimulo de prolina, menor o y p (Quadro 5).

QUADRO 5 — Actmulo de prolina livre em folhas de cultivares de feijoeiro de plantas
ndo irrigadas por 14 dias em temperatura ambiente

Cultivar Prolina wp

umol/g atm
Rosinha G, 15,78 a -19.3
Roseli 10,69 a -13,5
Bico de Ouro 10,53 b -11,7
Jalo 8,78 be -11,6
Moruna 7,04 be -8,0
Curitibano 5,82¢ -73
P-511 452¢ -5,0
r 0,99+%*

Letras ndo comuns indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a 5%.
r: coeficiente ou correlagfio entre acimulo de prolina e potencial de pressdo de dgua (q;p).
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4, CONCLUSOES

1. O acimulo de prolina estd correlacionado com o potencial de
dgua na planta.

2. Em temperaturas de 5 a 10°C, houve diminui¢io da quantidade
de prolina e elevagio do potencial de pressio de dgua nas folhas da planta
(em relacdo ao experimento utilizando temperatura ambiente).

3. Em temperaturas de 2 a 5°C, verificou-se acréscimo da prolina
acumulada e diminuicdo do potencial de pressio de 4gua na planta, indepen-
dente de seu estddio de desenvolvimento quando submetida a déficit hi-
drico. '

4. Os cultivares Curitibano e P-511 apresentaram menor actmulo
de prolina e maior potencial de pressdo de d4gua na planta, confirmando a hi-
p6tese de que € possivel o reconhecimento de material genético resistente a
escassez de dgua através da medida do acimulo de prolina.

SUMMARY

TEMPERATURE, RELATIVE HUMIDITY AND WATER AVAILABILITY ON
PROLINE ACCUMULATION OF DRY BEANS

Four experiments were performed in growth chamber and greenhouse at
Campinas, in 1982, to study the relations of dry bean cultivars submmited to period
of water and temperature stress. Adaptation of plants to stress conditions was meas-
ured through proline accumulation and water potential ({p) in leaves, In all tested
cultivars proline content showed a straight negative correlation with water potential
in leaves. Cultivars P-511 and Curitibano showed lower proline content and higher
water potential than the other under study, this confirming the hypothesis that it
is possible to identify materials genetically resistant to water stress by selection of
plants or lines with low proline content,

Index terms: temperature, water and humidity; proline; water potential.
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