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1. INTRODUCAO

Em 1954, KEMBLE e MACPHERSON (6) observaram pela primeira vez que
prolina é o unico aminoacido sintetizado de novo em plantas de azevém (Lolium
perenne) submetidas a desidratacao, e recentemente foi sugerido que o acumulo
ae prolina em plantas submetidas a seca estd correlacionado com a resisténcia
ao deficit hidrico em varias espécies (12, 13, 20, 22). Acredita-se que os cultivares
mais resistentes acumulam mais prolina nestas condicdes (12). Este tema tem
merecido atualmente grande interesse e foi recentemente revisto (7).

O actumulo de prolina livre, quando as plantas entram em murchamento, es-
t4 agora bem documentado (2, 3, 19, 20, 23, 24, 25, 29). No entanto, o mecanismo
deste actimulo é ainda desconhecido e devera aguardar a elucidacao do processo
bioquimico de sintese e degradagao de prolina nas plantas superiores (I4).

Por exemplo, em folhas de feijao (27), o deficit hidrico leva ao acumulo de
prolina mediante a diminui¢do da sintese e do aumento da degradagao de protei-
nas, e a funcdo dos hidratos de carbono é evitar a perda da prolina acumulada
por meio da sua oxidagao no ciclo de Krebs. Resultados semelhantes foram tam-
bém observados em grama Bermuda (2) e raizes de milho (1). Evidéncias recentes
suFerem que prolina pode de fato ser oxidada por meio do ciclo de Krebs (15) via
A I-pirrolino-5-carboxilato (16) pela atividade da deshidrogenase da prolina (17,
18

A degradacido de proteinas normalmente aumenta (5) e a sintese diminui (2,5)
com o dessecamento das plantas. Evidéncias recentes (4) sugerem que a agao
imediata da falta d‘agua nas células vegetais é a reducdo no teor de polissomos,
com o aumento concomitante do teor de monossomos. Os efeitos dos deficit mo-
derados e curtos foram completamente revertidos em poucas horas apos a rehi- -
dratacdo de plantulas de milho, mas existe um atraso que possivelmente depende
da duracéo e da intensidade do deficit anterior (4). Ainda que todas estas evidén-
cias recentes indiquem uma diminui¢do do teor de proteinas nos tecidos desidra-
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tados, esta situacdo parece nao ser universal. Por exemplo, observou-se que em
citrus o teor de proteinas aumentou com a desidratac¢io (3) de acordo com as fa-
ses de ativacéo, reagdo e reconstituicio propostas por STOCKER (28). E eviden-
te que este problema pode representar variagées entre as espécies e/ou técnicas
experimentais usadas em cada caso.

Por via de regra, o deficit d’agua causa grande aumento no teor de aminoici-
dos livres totais (2, 3, 10, 11, 20, 23). Pode-se pensar que o aumento do teor de
aminoacidos seja tdo somente o resultado da degradacao e da reducao da sintese
de proteinas. No entanto, KEMBLE ¢ MACPHERSON (6) demonstraram que o
aumento de prolina excedeu consideravelmente o teor de prolina existente nas
proteinas de azevém submetido a séca.

: O objetivo da presente pesquisa foi obter informagdes sobre o metabolismo
‘de amino4cidos livres e proteinas em varios cultivares de Phaseolus vulgaris L.
*_'submetidos a diferentes niveis de desidratacdo. Enfase especial foi dada as varia-
¢oes do teor de prolina livre como um provavel parametro para a selegao de cul-
tivares resistentes a seca.

2. MATERIAL E METODOS
2:T. Aspectos Gerais '

Os_cultivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.), ‘Rico 23’, ‘Manteigao Fosco
11’, ‘Carioca’ e ‘Mulatinho’ foram cultivados em casa-de-vegetacao, em recipien-
tes de 1 litro contendo aproximadamente 1 kg de solo fértil. Cinco sementes fo-
ram semeadas, e logo ap6s a germinacio selecionaram-se as trés plantas mais
uniformes. Procedeu-se a irrigacdo diaria de forma a manter o solo com o teor
d’dgua préximo da capacidade de campo até o inicio dos tratamentos.

Todas as determinagdes foram feitas em amostras de 5 discos de 1 cm de dia-
metro obtidos das folhds primarias com o auxilio de um perfurador de rolhas. Os
experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes. A determinacao do peso se-
co dos discos foi feita ap6s secagem em estufa de circulacao forgada a 75° C, du-
rante 48 horas. O teor relativo d’dgua ( &) foi determinado em amostras de 5 dis-
cos-de 1 cm de diametro ¢oin:3 repeticoes, de acordo com a técnica proposta por
WEATHERLEY (31).

2.2. Estudo com Planias Inteiras

Dez dias apds a semeadura, suprimiu-se a irrigacao de um grupo de plantas
dos cultivares ‘Manteigao Fosco 11’ e ‘Carioca’, até que as plantas apresentas-
sem sinais visiveis de murcha (o que aconteceu em aproximadamente 6 dias).
Discos foram tomados das folhas primarias das plantas murchas e turgidas (con-
trole permanentemente irrigado) para a determinacgdo do ¢ , amino4cidos livres
totais, prolina livre, proteina soluvel e proteina insoluvel. As plantas murchas fo-
aam novamente irrigadas e as determinacdes repetidas 24 horas ap6s a adicao

‘agua.

2.3. Estudo com Tecidos Foliares Destacados

Quando as folhas primérias dos quatro cultivares alcancaram o tamanho ma-
ximo (aproximadamente 16 dias apds o plantio), as plantas foram levadas ao la-
boratorio. Cerca de 400 discos foram removidos das folhas primarias de cada cul-
tivar (em geral 5 discos por folha). Cerca de 200 destes discos foram colocados em
bandejas de plastico pequenas, revestidas internamente com 2 camadas de toa-
lhas de papel. Para uma desidratacio suave e lenta, quantidade suficiente d'a-
gua destilada era adicionada as bandejas, e os discos mantidos sobre suportes de
plastico com altura suficiente para evitar o contato direto do disco com agua li-
quida livre. Quando se desejava uma desidratacao rapida e severa, nao se adicio-
nava agua as bandejas. Os discos restantes foram colocados em bandejas seme-
lhantes, mas em contato direto com as toalhas de papel umedecidas (controle
turgido). Todas as bandejas foram cobertas com uma lamina de polietileno flexi-
vel e transparente, e expostas continuamente a luz fluorescente de 1.800 lux, a
28°C. Amostras de 5 discos eram tomadas a diferentes intervalos de tempo para
a determinacéo do ¢ , amino4cidos livres totais, prolina livre e proteinas. Os teci-
dos destinados as andlises quimicas eram mortos por submersao em 2 ml de uma
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mistura contendo metanol: cloroférmio: agua (MCA) (12:5:1 V/V/V) a -15°C e
mantidos nestas condicoes até o momento da analise.

2.4. Erxtragdo e Determinagdo de Aminodcidos

Aminoéacidos foram extraidos mediante uma modificacdo do método descrito
por SINGH et alii (23). Os tecidos foram desintegrados em almofariz, & tempera-
tura ambiente, na presenca de 2 ml de MCA. A suspensao foi centrifugada por 3
min a 4.500 X g e o sobrenadante coletado por decantac¢ao. O precipitado foi no-
vamente suspendido com 2 ml adicionais de MAC, agitado vigorosamente em um
«Vortex», durante 30 seg., e a suspensio centrifugada como anteriormente. A o-
peracao foi repetida com mais 2 ml de MCA. Os sobrenadantes foram combina-
dos num funil separador de 60 ml e duas fases foram obtidas pela adi¢ao de 3,3
ml de agua e 2,3 ml de cloroférmio. A fase inferior, contendo cloroférmio, pigmen-
tos e a maioria dos compostos lipossoluveis, foi descartada. A fase superior (cer-
ca de 6,0 ml) continha metanol, d4gua, aminoacidos e a maioria dos compostos
polares soluveis das folhas. Os aminoacidos totais foram estimados nesta fase
metandlica pelo método de MOORE e STEIN (9), usando-se como padrio uma
mistura de glicina, fenilalanina, glutamato e arginina em iguais concentragoes. -

Prolina livre foi determinada diretamente no extrato metanoélico usando-se o
método descrito por MESSER (8), com algumas modificagoes. O reagente acido
de ninhidrina foi preparado, diariamente, do seguinte modo: 600 mg de ninhidri-
na, 15 ml de acido acético glacial e 10 ml de dcido ortofosférico 6 M eram mistu-
rados, e a mistura era aguecida a 70°C, até que se completasse a dissolucéao dos
reagentes. A reacao foi feita em tubos de hidrolise (1,0 X 12 em) num meio con-
tendo 1 X 102 a 1 X 10-1 umoles de prolina, 12,6 umoles de glicina, 2 ml de acido
acético glacial e 2 ml de reagente acido de ninhidrina, num volume final de 7 ml.
O branco continha todos os componentes, menos prolina. Os tubos eram herme-
ticamente fechados e imersos num banho de d4gua em ebuli¢do, durante 30 min, e
a reacéo terminada num banho de gelo e agua. A cor rosea desenvolvida era ex-
traida pela adicdo de 4 ml de tolueno seguida de agitacdo no «Vortex», durante
15 seg. Para a completa separagao das fases aquosa e toluénica foram necessa-
rios, as vezes, 2 min de centrifugagéo a 4.500 X g. 1A absorvancia da fase toluéni-
ca foi determinada a 515 nm em cubetas quadradas de 10 nm, dentro do periodo
de 1 hora apdés a separacao.

2.5. Extracdo e Determinacdo das Proteinas Soliveis
e Insoliiveis

O residuo insolavel resultante da extracdo dos aminoicidos foi extraido 3 ve-
zes com 2 ml de tampéo fosfato 200 mM, pH 7,0. Apés 3 min de centrifugacao a
4500 X g, os sobrenadantes claros foram combinados e as proteinas soluveis de-
terminadas diretamente pelo método de SCHACTERLE e POLLACK (21).

O teor de nitrogénio do residuo insoluvel obtido anteriormente foi estimado
pelo reagente de Nessler, de acordo com o método descrito por UMBREIT et alii
(30), porém, sem o uso de catalizador durante a digestdo da amostra. O teor de
proteinas foi obtido usando-se o fator 6,25. )

2.6. Estudos de Crescimento

Plantas dos quatro cultivares foram obtidas conforme se descreveu anterior-
mente. Dez dias ap6s a semeadura, as plantas de cada cultivar foram divididas
em dois grupos. Um deles foi irrigado diariamente (controle irrigado) e o outro
mantido sem irrigacéo. As seguintes observacoes foram efetuadas diariamente:
(a) comprimento da folha primaria e (b) largura da base da folha primaria. Trés
dias apos a suspensao da irrigacdo, quando todas as plantas mostravam sinais
visiveis de murchamento, agua foi novamente adicionada, diariamente, e a recu-
peracao do crescimento seguida por mais 3 dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ
3.1. Andlise de Prolina

Serao feitas algumas consideragoes iniciais sobre o método de andlise dé pro-
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lina livre, por ser este aminoacido de dificil quantificacdo em materiais bioldgi-
cos. As determinacoes de prolina livre do presente trabalho foram feitas segundo
a técnica descrita por MESSER (8), ligeiramente adaptada. Este método modifi-
cado apresentou grande sensibilidade (limite inferior de 10 nmoles) e altissima
reprodutibilidade. Um dos graves problemas da quantificagao colorimétrica de
um determinado aminoécido, pela reacao com nihidrina, é a possivel interferén-
cia de outros aminoéacidos presentes. Ainda que o reagente acido de nihidrina se-
ja relativamente especifico para prolina, cerca de 15 aminoacidos podem interfe-
rir com a cor rosea formada, as vezes aumentando, as vezes reduzindo sua inten-
sidade. Glicina niao desenvolveu cor com ninhidrina em meio acido, porém sua
presenca no meio de reacdo aumentou a sensibilidade cerca de 50% e eliminou a
interferéncia de 17 aminoacidos, inclusive de glutamina, triptéfano, tirosina e
histidina, em varias concentragées, fazendo o método utilizado no presente estu-
do mais eficiente que o do originalmente proposto por MESSER (§). Além do
mais, admite-se que, nas condigées do presente estudo, a interferéncia de qual-
quer composto que possa reagir com ninhidrina é desprezivel em comparacao
com os grandes aumentos observados na concentracao de prolina livre.

3.2. Efeito da Desidratacdo Rdpida e Intensa sobre a Composicdo Protéica
e de Aminodcidos Livres de Discos Foliares

Os teores médios de prolina livre de discos foliares desidratados de quatro
cultivares de feijao sdo apresentados no Quadro 1. Durante as 3 primeiras horas
de desidratacéo, o teor de prolina foi o dobro do existente nos discos turgidos,
mas diferencas estatisticas foram observadas somente as 6 horas (P<0,01), quan-
do o teor do aminoacido era o triplo daquele observado a 0 horas. Observa-se
que, sob condicoes de desidrataciao rapida e intensa, o metabolismo dos discos
foi prontamente modificado no sentido de acumular prolina livre. Uma idéia de
conjunto do comportamento dos 4 cultivares pode ser obtida pela anilise da Fi-
gura 1. Vé-se, claramente, que o cultivar ‘Manteigao Fosco 11’ se destaca dos de-
mais quanto ao aciimulo de prolina.

QUADRO 1 - Efeito do periodo de desidratagao sobre o teor mé-
dio de prolina de quatro cultivares de feijdo (1)

Periodo de desi- Teor relativo Teor de prolina
dratagdo (horas) de agua (@) (umoles-ghlpsj
0 . 83 - 95 Bigt:

46 - 56 6,16 ab
24 — 49 9,53 b
20 25 - 29 33,98 ¢

(1) As médias seguidas da mesma letra nio diferiram estatis-
ticamente (P<0,01), pelo teste de Tukey.

O teor dos aminoacidos livres totais também aumentou significativamente
com a desidratacio (Figura 2). Nio foi feita, no presente estudo, a determinacao
dos teores dos aminoacidos individuais. No entanto, sabe-se que o teor de alguns
aminoacidos diminui, e o de outros aumenta, sendo a intensidade e o padrao
destas variagoes uma funcao da espécie e do grau de desidratagao (2, 3, 20, 23).

Observou-se, com surpresa, que o teor das proteinas soluveis aumentou con-
sistentemente com o crescimento do deficit hidrico, nos 4 cultivares (Figura 3).
De acordo com as informacgdes existentes (5), o nivel protéico deveria ser menor
nos discos submetidos ao deficit hidrico, como conseqiiéncia da reducao da sin-
tese de proteinas, e do aumento da atividade das enzimas proteoliticas. Varia-
coes semelhantes as do presente experimento foram observadas nas folhas, cau-
les e raizes de plantulas de 2 espécies de citrus (3), e possivelmente representam
diferencas especificas e/ou da metodologia empregada.
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FIGURA 3 - Efeito da desidratacao rApida e severa sobre o
teor de proteinas soliliveis em quatro cultivares
de feijao. Controle tiirgido (e--e); discos de-
sidratados (e—e)

3.3. Efeito da Desidratacao Lenta e Moderada sobre o Actimulo
de Prolina Livre em Discos Foliares

Discos foliares obtidos dos cultivares ‘Carioca’ e ‘Manteigio Fosco 11’ foram
desidratados lentamente nyma atmosfera saturada de vapor de agua. O valor i-
nicial de ¢ foi de aproximadamente 85%, e, ap6s 20 h de desidratacéo, alcancou
o limite minimo de 55%, o que permaneceu constante até 30 h. Amostras para as

“analises quimicas foram tomadas a 0,10, 20 e 30 h de desidratacéo, e os dados
obtidos sao apresentados na Figura 4. Estes resultados confirmam a observacao
anterior de que o cultivar ‘Manteigdo Fosco 11’ tem maior capacidade de acumu-
lar prolina que o cultivar ‘Carioca’, mesmo nas novas condicoes de desidratacéo
(Figura 4). No entanto, a taxa de acumulo de prolina nao foi tdo pronunciada co-
énro t'aaént:ericarment,e (Figura 1), certamente por causa da menor velocidade de desi-

atacao.

3.4. Efeito da Desidratacao sobre a Composicdo de Proteinas e de Aminodci-
dos Livres das Folhas Primdrias de Plantas Intactas

Com este experimento, procurou-se determinar se as plantas dos cultivares
‘Manteigdo Fosco 11’ e ‘Carioca’, submetidos ao deficit hidrico, se comportavam
de maneira semelhante as folhas isoladas. Informacao adicional também foi obti-
da quanto ao comportamento das diversas fragcdes nitrogenadas apés a reidrata-
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FIGURA 4 -~ Efeito da desidratacio lenta e suave sobre o
acllmulo de prolina em dois cultivares

feijao.
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¢ao dos tecidos.

Todos os parametros estudados comportaram-se de forma semelhante nos
dois cultivares (Quadro 2). Prolina livre, aminodcidos livres totais, proteinas
solaveis e insoluveis acumularam-se consideravelmente com a desidratacgao, po-
rém o seu teor baixou ao nivel do controle irrigado, 24 horas ap6s a recuperacao
_ da turgescéncia. Observacio interessante foi obtida com rela¢ao ao acumulo de
prolina. Com folhas intactas, o cultivar ‘Carioca’ acumulou mais prolina que o
‘Manteigao Fosco 11' (Quadro 2). SINGH et alii (25) determinaram que as folhas
verdes sao os locais de sintese da prolina que se acumula, e 0 acumulo observa-
do no caule e nas raizes era a conseqléncia do transporte da prolina foliar.
Assim, é possivel que o ‘Manteigdo Fosco 11" ainda tenha acumulado mais proli-
na que o ‘Carioca’, como se demonstrou anteriormente, mas também tenha
exportado mais aminodcidos para os caules e raizes. No entanto, nao se dispoe
de evidéncias para esta hipétese, no presente trabalho.

A forte reducio do teor de prolina dos tecidos foliares, 24 horas apos a reidra-
tacéo, pode ser o resultado do transporte (15, 25) apds sua conversao a glutama-
to, ornitina ou aclcares (15), ou da sua oxida¢ao na propria folha (15, 17). E pos-
sivel que prolina seja a principal fonte de energia nos primeiros momentos que
sucedem a remocao do deficit hidrico (15, 23, 26).

QUADRO 2 - Efeito da desidratag@o sobre a composigdo de amino-
dcidos e proteinas das folhas primidrias de plantas
intactas dos cultivares de feijdo 'Carioca' e 'Man-
teigao Fosco 11'.

Prolina Aminodcidos Proteina(mg/gP-S-)
Tratamento (umo- 1livres to-
les/g tais (u mo- R B
P.S.) les/g P.S.) Solavel Insoluvel

Carioca
Folhas tlirgidas 2,1 112,0 19,8 95,8
Falhas Gon mircha 8,9 113,0 31,8 152,9
Folhas 24 horas 2.3 95,0 24.5 116.3

apos a irrigagio
Manteigdo Fosco 11

Folhas tlirgidas 3,0 129,0 14,7 94,4
Folhas com murcha 7.0 1480 24,0 121,1
severa

Folhas 24 horas 2,1 82,0 19.0 1140

apbs a irrigacio

3.5. Efeito do Deficit Hidrico no Crescimento da Folha Primdria de
Quatro Cultivares de Feijdo

Ha indicacoes de que, dentro da mesma espécie, plantas que acumulam mais
prolina, quando submetidas a condic¢oes desfavoraveis de desidratacao, sao tam-
bém as que apresentam maior resisténcia a seca (7, 12, 22).

Um experimento preliminar foi realizado em casa-de-vegetagdo para se deter-
minar se esta relagao também se aplicava aos cultivares de feijado em estudo. Os
resultados que se mostram nas Figuras 5 e 6 indicam que os cultivares ‘Mantei-
gao Fosco 11’ e ‘Rico 23’ apresentaram maior crescimento da lamina foliar du-
rante o periodo de desidratacéo, e, apds reinicio da irrigagdo, também foram os
gue mais rapidamente se recuperaram do deficit hidrico. E importante informar
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COMPRIMENTO DA FOLHA PRIMARIA - % do controle

«—— NAO IRRIGADO Sz IRRIGADO——3

70 y - i . .
0 1 2 3 L 5 6
PERfODO -~ dias

FIGURA 6 - Crescimento longitudinal da folha primiria de
quatro cultivares de feijdo, durante e apods
um perfodo de desidratag8o. Os resultados
sdo expressos em percentagem do controle ir-
rigado diariamente. 'Carioca' (o——0); 'Mu-
latinho' (e—e ); 'Manteigao Fosco 11'
( &—A ); 'Rico 23" ( &= ).

que dois dias ap6s a suspensio da irrigagao, algumas plantas distribuidas entre
os quatro cultivares foram atacadas pelo fungo Sclerotium rolfsii Sacc., causan-
do morte dos tecidos na regiao do coleto, o que as vezes resultou no tombamen-
to, e conseqiiente morte, de toda a planta. Neste particular o cultivar ‘Manteigao
Fosco 11’ foi visivelmente o mais influenciado, e, provavelmente, o seu comporta-
mento durante o deficit foi aquém do esperado em outras condicoes.

Ainda que este experimento indique que o ‘Manteigédo Fosco 11’ e o ‘Rico 23’
(aqueles que mais acumularam prolina) sejam os que melhor suportam o deficit
hidrico, dados de melhor expressio estatistica devem ser obtidos antes de uma
afirmacéio mais categoérica.
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4. RESUMO

Neste trabalho siao discutidas uma técnica simples, precisa e de alta sensibi-
lidade para a extracao e quantificacido de prolina livre, na presenca de varios
compostos aminados interferentes e as variacoes do teor de prolina livre, ami-
noacidos livres totais e proteinas em discos foliares e plantas inteiras de quatro
g;lltivares de feijao (Phaseolus vulgaris L.) submetidos a varios niveis de desidra-

cao.

O cultivar ‘Manteigao Fosco 11’ foi o que mais acumulou prolina nas folhas
isoladas, seguido dos cultivares ‘Rico 23’, Mulatinho’ e ‘Carioca’, quando subme-
tidos ao deficit hidrico. Os quatro cultivares comportaram-se de forma semelhan-
te quanto ao acamulo de amino4cidos livres totais. O teor de proteinas soltuveis
em tampao fosfato aumentou de forma consistente com a desidratacdo severa e
rapida dos discos foliares, nos quatro culivares. Quando plantas inteiras foram
submetidas ao deficit hidrico, pela suspensdo da rega, prolina, amino4cidos li-
vres totais, proteinas soliveis e insoluveis acumularam-se consideravelmente;
mas seu teor baixou ao nivel do controle irrigado 24 horas apds a recuperacao da
turgescéncia. Resultados preliminares foram obtidos, sendo que estes aparente-
mente suportam a hipétese de que o cultivar ‘Manteigiao Fosco 11', aquele que
mais acumulou prolina, foi também o que melhor se comportou durante e apés
um unico ciclo de desidratacéo das plantas intactas.

5. SUMMARY

A simple and sensitive method for the isolation and estimation of free proline
in the presence of various interferent amino acids and the changes in the content
of free proline, total free amino acids and proteins in dehydrated leaf discs and
intact plants of four bean (Phaseolus vulgaris L.) cultivars are discussed. The
cultivar ‘Manteigdo Fosco 11’ accumulated the most proline in leaf discs when
subjected to desiccation, followed by the ‘Rico 23’, ‘Mulatinho’ and ‘Carioca’.
Leaf discs of the four cultivars showed a similar pattern of accumulation of total
free amino acids and proteins soluble in phosphate buffer, pH 7,0, under severe
dehydration. When intact plants were subjected to water stress by withholding
water, free proline, total free amino acids, and soluble and insoluble proteins
accumulated to a high level, but their content decreased to the level of the
watered control 24 hours after the recovering from the water deficit. The cultivar
‘Manteigao Fosco 11’ grew better under one cycle of desiceation and recovered
faster after the water stress had been relieved.
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