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1. INTRODUÇÃO 

A concentração do aminoácido prolina aumenta consideravelmente nas fo- 
lhas das plantas desidratadas de varias espécies (2, 4, 11, 18). Observou-se que 
este aumento no teor de prolina livre foi devido principalmente à síntese de no- 
v0, uma vez que a quantidade encontrada foi maior do que a esperada pela de- 
gradação de proteínas (4). 

Estudos sobre o acúmulo de prolina em relação a deficiências hídricas sao 
preferencialmente conduzidos em folhas destacadas da planta, em razão da ra- 
pidez na obtenção do murchamento, pois, na planta intacta, isto só é consegui- 
do após muitas horas ou mesmo dias, dependendo da taxa relativa de absorção 
de agua e da transpiracao (17). Além disso, ha mais facilidade de manuseio do 
material estudado e maior possibilidade de uma desidratação uniforme dos teci- 
dos foliares, mediante o controle das condições ambientes. 

Em plantas de fumo sob condições hídricas normais, verificou-se que o teor 
de prolina era maior nas folhas jovens do que nas folhas velhas (6). Nesta mes- 
ma espécie, encontrou-se que, quando do início da floração, havia um gradiente 
no teor de prolina no caule aumentando da base para o ápice (21). 

Ainda não existem evidências experimentais concretas sobre o papel fisioló- 
gico do acúmulo de prolina quando a planta, ou determinada parte dela, se en- 
contra em condições de deficit de água. Sugeriu-se que este aminoácido seja 
um composto armazenador de carbono, e, consequentemente, de energia, e de 
nitrogênio, necessários para a continuação do crescimento, que foi paralisado 
durante a deficiência hídrica dos tecidos (2, 12, 14, 20). Outras possíveis funções 
seriam aumentar a hidratação do protoplasma ou neutralizar a amónia acumu- 
lada em consequência da degradação das proteínas, ocorrida durante o período 
de seca dos tecidos (10). 

* Parte da tese de M.S. apresentada, pelo primeiro autor, a U.F.V., para com- 
pletar as exigências do Curso de Pós-Graduação em Fisiologia Vegetal. Pro- 
Jjeto n.º 41.029 do Conselho de Pesquisa da U.F.V. 
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** Respectivamente, Professor Assistente do Departamento de Botânica da U- 
niversidade Federal de Pelotas, bolsista de Pós-Graduação da CAPES duran- 
te a realização deste trabalho e Professor Titular do Departamento de Biolo- 
gia da Universidade Federal de Viçosa, Brasil, bolsista do CNPq. 
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Presentemente, dá-se grande importância a possibilidade de usar a capaci- 

dade da planta para acumular prolina como um parametro fisiologico de sua 

resisténcia e/ou tolerancia a seca (12, 16, 22). A capacidade potencial da planta 

para acumular prolina parece variar diretamente com a capacidade de produ- 

ção do genótipo sob condições hídricas adversas (13). Então, mediante essa ma- 

nifestacao da planta, haveria a possibilidade de se estabelecer um método de 

seleção de cultivares resistentes a seca (9, 13). 
Este trabalho teve como objetivo principal estudar as variações do teor de 

prolina livre em folhas destacadas de cinco cultivares de arroz (Oryza sativa L.) 

submetidas ao murchamento em condições de laboratório. Sao também discuti- 

das as diferencas de velocidade de perda de agua pelas folhas destacadas dos 

cinco cultivares. 

2. MATERIAL E METODOS 

No presente estudo foram utilizados os cultivares de arroz IAC-5100, 

IAC-1246, IAC-435, Batatais, e Agulha ESAV linha 27. Todos eles foram cultiva- 

dos em casa-de-vegetacao, em vasos de plástico de 15 litros de capacidade, con- 

tendo solo fértil misturado com esterco curtido na proporção de 1:1. Em cada 

vaso foram semeadas sementes suficientes para se obterem cerca de 120 plan- 

tas. A quantidade de agua do solo foi sempre mantida num nivel considerado 

ótimo para as plantas. Os vasos com plantas de arroz com 18 dias, contados a- 

pos a semeadura, foram levados da casa-de-vegetagao para o laboratório, onde 

rmaneceram algumas horas antes de ser iniciado o experimento. A primeira 

folha das plantas, contada da base para o ápice, foi destacada, pesada rapida- 

mente numa balança de torsao com precisão de 1 mg, e colocada, suspensa por 

il6, em bandejas de plástico. Estas continham sob o fil6, agua livre, e estavam 

cobertas com uma folha de polietileno flexivel e transparente, evitando-se, des- 

ta maneira, uma desidratação muito rápida dos tecidos foliares. Em outras ban- 

dejas, folhas de arroz foram mantidas como testemunhas nas mesmas condi- 

ções, porém com suas bases mergulhadas em água. As bandejas foram conser- 

vadas continuamente sob luz fluorescente a 4,8 klux, com a temperatura am- 

biente variando entre 26 e 27ºC. A intervalos de tempo de 0, 10, 20, 30 e 40h fo- 

ram tiradas amostras de folhas, sendo elas pesadas novamente, cortadas em 

secções de aproximadamente 15 mm e submergidas em 2 ml de uma mistura de 

metanol-clorofórmio-água (12:5:1 v/v/v) a -10ºC. Estas amostras foram utiliza- 

das, posteriormente, para as determinações de prolina livre. 

Foi realizado um experimento com folhas destacadas de diferentes idades 

para verificar a influência da idade do tecido foliar sobre o acúmulo de prolina. 

Para isto, usaram-se a primeira, a segunda, a terceira e a quarta folhas, con 

das a partir da base, de plantas do cultivar IAC-435, com 30 dias de idade, pro- 

gousndose como no experimento com folhas destacadas, descrito anteriormen- 

A extração e a dosagem da prolina livre foram realizadas conforme o meto- 

do descrito por RENA e MASCIOTTI (11). A perda de umidade pelos tecidos foi 

determinada pelas pesagens das amostras no inicio e no fim do periodo de desi- 

dratação, obtendo-se, deste modo, o peso fresco (PF) e o peso murcho (PM), res- 

pectivamente. Por meio desses valores, calculou-se o teor relativo de água sim- 

plificado (& s), aplicando-se a equação 

PM 
¢s = pp X 100 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Efeito do Período de Desidratacdo sobre a Perda de Agua pelas Folhas 

Os teores relativos de agua simplificados das folhas sao apresentados no 

Quadro 1. Verifica-se que houve uma perda de água demasiadamente intensa 

no inicio do experimento, ocasionando um significativo deficit de saturação das 

folhas nas primeiras 20 h. Isto ocorreu, principalmente, como resultado da alta 

luminosidade do ambiente em que foi conduzido o experimento. Seria desejável 

que a desidratação inicial fosse mais lenta, o que possibilitaria a obtenção de 

uma faixa de valores mais adequada aos estudos a serem realizados.
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a QUADRO 1 - Efeito do período de desidratação sobre o teor re- 
Jativo de água de folhas destacadas de cinco culti- 
vares de arroz*. 

Período 
de desi- Teor relativo de água (9 s)% 
drata- 
ão 

horas Cultivares 
ESAV-27 IAC-1246 Batatais TAC-5100 TAC-435 

0 100,0 a** 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 
10 76,2 a 76,7 a 76,1 a 77,6 a 72,0 b 
20 57,0 ab 55,5 ab 58,6 b 57,2 ab 52,3 a 
30 48,7 b 56,4 a 54,6 a 48,1 b 46,4 b 
40 47,6 b 38,5 a 49,1 b 38,6 a 39,1 a 

* Valores médios de 4 repetições, com duas folhas cada uma. 
** Os valores seguidos pela mesma letra não diferiram signifi- 

cativamente entre cultivares, ao nivel P > 0,05, pelo tes- 
te de Tukey. 

Observa-se também que houve diferenças significativas, entre cultivares, 

com relação à intensidade de perda de água. Estas diferenças foram devidas, 

provavelmente, aos diferentes comportamentos dos genótipos, pois não deve ter 

havido grandes variações nos fatores ambientes, tais como temperatura e umi- 

dade relativa, por causa das pequenas dimensões das bandejas que continham 

as amostras. Isto resultou em que os teores de água, depois de determinados 
períodos de desidratação, foram muito diferentes. Por exemplo, os cultivares 

ESAV-27 e IAC-1246 diferiram significativamente em 30 e 40 h de desidratação, 

porém, como se observa no Quadro 1, com ordens diferentes. 
Resultados mais satisfatórios quanto às respostas esperadas na desidrata- 

ção poderiam ter sido alcançados com o emprego de meios osmóticos adequa- 
dos, como manitol ou Carbowax-4000. Estes possibilitariam mais baixos teores 

de água dos tecidos, porém mais uniformes. No presente trabalho esta técnica 

não foi usada em razão de dúvidas existentes quanto a possíveis alterações do 

metabolismo dos tecidos ocasionadas por tais substáncias. Entretanto, traba- 

lhos recentes feitos em coleóptilos de aveia mostram que a desidratação com 

manitol e Carbowax-4000 interfere na síntese de proteinas do mesmo modo que 

uma deficiência hídrica (3). Isto indica que esses compostos agem sobre a ativi- 

dade metabólica da planta, mas de maneira indireta, isto é, mediante o desen- 
volvimento de um deficit hídrico. 

3.2. Variação do Teor de Prolina Livre em função do Teor Relativo de Água 

A concentração de prolina nas folhas dos cinco cultivares aumentou com a 
diminuição de ds (Figura 1). Para valores de &s ligeiramente inferiores a 80%, 

ocorreu uma mudança na taxa de acúmulo de prolina, indicando a existência 
de um valor limite de teor relativo de água a partir do qual ocorre uma orienta- 

Se do metabolismo foliar no sentido de acumular prolina. Este valor limite não 

foi tão nítido como o obtido para plantas intactas de arroz em murchamento 

(5), provavelmente em razão da rápida desidratação ocorrida nas primeiras fa- 

ses do deficit hídrico. O limite mínimo de teor de água nos tecidos foliares re- 

querido para o rápido acúmulo de prolina, aparentemente, não diferiu entre os 

cinco cultivares estudados, semelhantemente ao observado com plantas intac- 
tas de arroz (5). A existência de um valor limite para o acúmulo de prolina foi 
também observada em soja e sorgo (22).
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FIGURA 1 - Variação do teor de prolina livre de folhas desta- 
cadas de cinco cultivares de arroz, em função do 
teor relativo de agua. 

3.3. Efeito do Período de Desidratagdo sobre o Teor de Prolina Livre 

Os resultados obtidos no experimento delineado para verificar o efeito do 
período de desidratação sobre o teor de prolina livre de folhas destacadas de ar- 
roz são apresentados no Quadro 2. Verifica-se que, após 40 h de desidratação, 
houve um aumento no teor de prolina livre de cerca de 38 vezes no cultivar que 
menos acumulou a 53 vezes no cultivar que mais acumulou. Esses valores con- 
firmam os resultados encontrados em folhas destacadas de Solanum laciniatum 
Ait. (7), feijão (11, 17, 19) e cevada (15) submetidas a murchamento. 

Como se discutiu anteriormente, a grande desuniformidade na perda de á- 
gua pelas folhas destacadas dos cinco cultivares faz com que seja muito difícil 
tecer considerações sobre possíveis diferenças existentes entre os cultivares 
quanto ao acúmulo de prolina. No entanto, as concentrações de prolina livre 
das folhas destacadas murchas foram bastante semelhantes às das plantas in- 
teiras nos mesmos níveis de desidratação (5). 

Neste trabalho, usaram-se como testemunhas folhas destacadas mantidas 
no mesmo ambiente experimental, porém, com suas bases mergulhadas em á- 
gua. Também houve um aumento no teor de prolina, sendo que, após 40h, este 
aumento variou de aproximadamente 7 vezes no cultivar que menos aumentou 
a 15 vezes no cultivar que mais aumentou, em relação à determinação feita a 0 
h. No entanto, estes valores são consideravelmente menores do que aqueles en- 
contrados para folhas murchas, como se pode verificar por meio do Quadro 3. 
Neste experimento, mesmo procurando-se manter túrgidas as folhas destacadas 
das testemunhas durante o intervalo experimental, houve uma pequena desi- 
dratação (Quadro 3). Essa pequena perda no teor de água foi, possivelmente, u- 
ma das causas responsáveis pelo aumento do teor de prolina das folhas teste- 
munhas (túrgidas) no decorrer do experimento, mas não a única. Esta conclu- 
são baseia-se no fato de que estas folhas testemunhas, mantidas por 40h nessas 
condições, apresentaram um significativo aumento em prolina, mesmo estando 
elas com teores de umidade semelhantes aos de folhas de menor tempo de incu- 
bação. P. I e BITO (8) observaram, porém, que em folhas destacadas turgi-
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das de girassol e feijoeiro nao houve aumento no teor de prolina, mesmo estan- 
do elas em estado saturado de agua. Em experimento semelhante realizado 
com feijoeiro (11, foi observado que o teor de prolina de discos de folhas prima- 
rias turgidas também aumentou com o tempo, sobretudo a partir de 10 h. Re 
sultados semelhantes foram obtidos com folhas destacadas de cevada (15), as 
Pay acumularam prolina rapidamente após um período de defasagem inicial 

le 16 h, mesmo estando os tecidos foliares flutuando em água. 

QUADRO 2 - Efeito do período de desidratação sobre o teor de 
prolina livre em folhas destacadas de cinco cuiti- 
vares de arroz*. 

Período Teor de prolina -umoles.g"'P.S. 
de desi- 
dratação i Tata Cultivares 

ESAV-27 IAC-1246 Batatais IAC-5100 IAC-435 

0 1,7 arr 1,1. 1,2 a 1,6 a 1,7 a 
10 16,7 a 18,5 ab 26,0 b 17,2 a 21,8 ab 
30 52,9 a 53,3 ab 54,7 ab 47,7 a 63,5 ¢ 
40 67,0 ac 58,9 b 61,0 ab 61,2 ab 72.2 ¢ 

* Valores médios de 4 repetições, com duas folhas cada uma, 
após subtração do controle tiirgido. 

** Os valores seguidos pela mesma letra não diferiram signifi- 
cativamente entre cultivares, ao nível de P > 0,05, pelo 
teste de Tukey. 

Pelos motivos recém-expostos, parece que, além do deficit hídrico, outro 
componente atua no metabolismo, provocando o aumento do teor de prolina a 
partir de determinado período de tempo. O objetivo deste trabalho não foi 
avaliar com detalhe a natureza deste componente. Acredita-se, no entanto, que 
o fenômeno da senescência possa estar, de alguma forma, relacionado com este 
aumento de prolina em folhas destacadas túrgidas (1). 

3.4. Influência da Idade do Tecido sobre o Acúmulo de Prolina de Folhas 
Destacadas 

Para verificar a influência da idade do tecido sobre o acúmulo de prolina 
em folhas de arroz, removeu-se a primeira, a segunda, a terceira e a quarta fo- 
lhas de plantas do cultivar LAC435, com 30 dias de idade, submetendo-as a 
murchamento por 22h. Os resultados obtidos, bem como as variações nos teo- 
res de água tanto das folhas murchas como das túrgidas (testemunha), são a- 
presentadas na Figura 2. 

Prolina constitui grande porção do conteúdo de aminoácidos livres em fo- 
lhas jovens de fumo, enquanto folhas velhas contêm grande quantidade de ou- 
tros aminoácidos, que não a prolina, conforme os estudos de MIZUSAKI et alii 
(6). Em feijoeiro, também foi verificado maior teor de prolina nas folhas túrgidas 
mais jovens (1). Pelos resultados mostrados na Figura 2 vê-se que os tecidos 
mais jovens acumularam mais prolina que os tecidos mais velhos, quando sub- 
metidos a murchamento, como se observou em folhas de feijão (1). Então, é pos- 
sível que o elemento fundamental determinante das diferenças no aumento do 
teor de prolina da primeira para a quarta folha esteja relacionado com o 
metabolismo das folhas e não com seu teor de água.
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4. RESUMO 

Foram estudadas, no presente trabalho, as variações do teor de prolina 

livre em folhas destacadas de cinco cultivares de arroz (Oryza sativa L.) subme- 

tidos ao murchamento. Observaram-se grandes aumentos no teor de prolina dos 

cinco cultivares com o aumento do deficit hídrico, parecendo existir um valor 

limite de teor de agua das folhas abaixo do qual o metabolismo é orientado no 

sentido de sintetizar À ad Este valor limite aparentemente não diferiu entre 

os cultivares estudados. As folhas destacadas dos cinco cultivares perderam 

água em diferentes intensidades, provavelmente em razão das diferenças genéti- 

cas existentes entre eles. Verificou-se, também, que os tecidos foliares túrgidos 

mais jovens contêm menos prolina livre que os tecidos de mais idade, e que os 

tecidos mais jovens acumulam mais prolina livre que os tecidos de mais idade, 

quando submetidos a deficit hídricos. 

5. SUMMARY 

Free proline concentration increased in detached leaves of five rice (Oryza 

sativa L.) cultivars subjected to water stress. The data suggest a threshold of 

water content in the leaves below which the metabolism is oriented toward 

proline synthesis. This threshold of water content in a apparently the same for all 

the cultivars studied. The leaves of the five cultivars lose water at different 

rates probably due to genetic differences among them. The younger turgid leaf 

tissues contain less free proline and accumulated more proline when subjected 

to water stress than did the older ones. 
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