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RESUMO

A acumulagdo da prolina nos tecidos das plantas submetidas ao estresse hidrico pode estar associada &
capacidade de adaptagdo dos vegetais a seca. O comportamento de cultivares de milheto (icmvis 85327 e icmvis 86330)
e sorgo (icsv 1063 e MIG SOR 86-30-3), no que tange a alteragdes do teor de prolina, quando submetidas a um estresse
hidrico lento e progressivo (¥ iy = -2,5 MPa ao final de quinze dias). A pesquisa foi conduzida em condi¢des controladas
de fitotron. As dosagens de prolina foram efetuadas nas folhas, utilizando-se o método de Bates et al (1973), no inicio,
metade e final do estabelecimento do estresse, bem como 24 e 48 horas apdés a reidrata¢do das plantas. De uma
maneira generalizada, o teor de prolina aumentou significativamente em todas as cultivares em resposta ao estresse.
No entanto, esse aumento foi mais acentuado na cultivar de milheto 1cMvis 86330 e nas de 50rgo MIG SOR 86-30-3,
respectivamente, com 90 e 70 pmol. g.MSI ambas classificadas como resistentes a seca, contra 65 e 55 pmol.g.MS‘I ,
para icMvis 85327 e icsv 1063, tidas como sensiveis. Os teores de prolina retornaram a niveis compativeis ao observados
antes do estabelecimento do estresse, 48 horas apés a reidratagdo das plantas.

PALAVRAS-CHAVE: Prolina, tolerdncia a seca, estresse hidrico, Pennisetum americanum (L.), Sorghum bicolor [(L.
Moench].

ABSTRACT

Proline accumulation in plant tissues subjected to water stress can be associated with plant drought adaptation.
The behavior of millet cultivars ICMVIS 85327 and ICMVIS 86330, and sorghum cultivars ICSV 1063 and MIG 86-3 0-3,
were studied with respect to changes in proline content when the plants were subjected to a slow and progressive increase
of water shortage (¥w = -2,5 MPa). The study was conducted in controlled conditions in a phytotron and the plants were
subjected to a 15 days water stress period. Proline levels were measured in leaves according to method described by Bates
et al (1973), at the begining, middle and end of the stress period, and 24 and 48 hours after the plants were rehydrated.
Proline levels increased significantly for all cultivars in response to stress. However, the increase was higher in millet
cultivar ICMVIS 86330 (90 pmol. g’l of dry matter) and sorghum cultivar MIG SOR 86-30-3 (70 1 mol. gl of dry matter ),
both known as drought resistant. The more sensitive water stress cultivars ICMVIS 85327 and ICMS 1063 showed a
smaller proline increase, with 65 and 55 umol.g-! of dry matter, respectively. Proline content returned to normal levels 48
hours after the water stress was relieved,
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INTRODUCAO

Virios fatores endégenos estio ligados a
capacidade de adaptag3o fisiologica das plantas a seca. Pode-
se citar, entre outros, a acumulag¢do de compostos organicos
como os aglicares soliveis e aminoacidos, responsaveis pelo
ajustamento osmotico em condigdes de déficit hidrico.

A prolina € um composto organico nio glutdmico
cuja contribui¢do € bastante expressiva na osmorregulagio
dos tecidos vegetais submetidos ao estresse hidrico (Lawlor
& Leach'”. Ela se acumula nos tecidos das plantas submetidas
ao estresse hidrico (Aspinal & Palegz; Tumner & Stewart .
Essa acumulag3o pode resultar de sua sintese, a partir do acido
glutdmico, da inibi¢do de sua oxidago (provavelmente devido
a alteragdes em nivel das mitocondrias) e, também, pela
diminuig3o da sintese ou aumento na degradag3o das proteinas
(Stewart & Hansonw; KramerQ; Lawlor & Leach™’. A inibi¢do
da oxida¢do da prolina em condigdes de estresse hidrico foi
observada na cevada (Stewart et aln) e no fumo (Iwai et a ).

Diversos autores encontraram uma significativa
acumulagio de prolina em resposta ao estresse hidrico. Ela
foi detectada no algodoeiro (Souzals; Pham Thi & Vieira da
Silva”, no tomateiro (Aloni & Rosensteinl), na soja
(Fukutoku & Yamadas), na cevada (Turner & Stewartw), nas
células da batatinha (Corcuera et al4). Mohamed & Sen'
estudando 65 espécies do deserto indiano submetidas ao
estresse hidrico encontraram acumulagio de prolina em 54
delas. Treichel et al" observaram, durante sete meses
consecutivos, a presenca de prolina em 61 das 96 espécies
pertencentes a 26 familias de plantas da regido desértica da
Namibia. Segundo os autores, essa acumulacio foi mais
significativa durante os anos de déficit pluvial. Ilahi &
Dtirfﬂing7 observaram no decorrer de um estresse hidrico
no milho uma maior acumulagio de prolina nas cultivares
sensiveis a seca quando comparadas as resistentes.

Handa etal’ , observaram nas células do tomateiro
submetidas ao estresse hidrico, uma rapida acumulagio de
prolina, primariamente ligada a diminui¢do do conteudo
relativo de agua. No entanto, como esta acumulagio
prosseguiu apds a recupera¢ido da turgescéncia celular,
devido ao ajustamento osmotico, os autores concluiram que
a acumulagdo de prolina esta ligada nio somente ao
abaixamento do potencial hidrico mas, principalmente, ao
ajustamento osmotico. Segundo esta hipdtese, a prolina
desempenha um papel importante na adaptagdo das células
submetidas as variagdes do potencial hidrico.

O objetivo deste trabalho é verificar o
comportamento de cultivares de milheto e sorgo submetidas a
um estresse hidrico controlado no que concerne a acumulagio
de prolina.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de
Fisiologia Vegetal da Universidade de PARIS XII, na Franga.
Foram utilizadas duas cultivares de milheto: ICMVIS
85327 (M27) e ICMVIS 86330 (M30) classificadas,
respectivamente, como sensivel e resistente a seca, e duas
de sorgo: ICSV 1063 (S63) sensivel ¢ MIG SOR 86-30-
3 (MSor) resistente 4 seca. Todo esse material ¢ de origem
africana. As plantas foram semeadas em vasos pldsticos
(na razdo de cinco sementes/vaso), com capacidade para
dois litros, contendo uma mistura turfa/vermiculita (2/3 -
1/3). As plantas eram irrigadas automaticamente por um
sistema de gotejamento. Semanalmente era colocada na
agua de irrigagdo uma solugio nutritiva comercial. O
desbaste foi efetuado quinze dias apés a germinagio,
deixando-se apenas uma planta/vaso. A pesquisa foi
conduzida em cdmara climatizada (fitotron) nas seguintes
condi¢Oes ambientais: intensidade luminosa - 500 pmol.m"
2 5-1 de densidade de fluxo de fotons - PFD, obtida de
lampadas OSRAM HQI-E de 400 w de poténcia, utilizando-
se um fotoperiodo de 12 horas); temperatura 35/25° C -
dia/noite; umidade relativa do ar -60/80 % dia/noite.
Decorridos 50 a 60, dias apds a germinagio, as plantas
foram submetidas a um estresse hidrico gradual, entre 15
¢ 20 dias. A imposi¢do do estresse foi controlada através
da pesagem do conjunto vaso/planta, diariamente, e da
determina¢io do potencial hirdrico nas folhas ao final do
periodo escuro (W de base). O potencial hidrico também
foi determinado por ocasido das coletas de material. Para
a determinac3o do potencial hidrico utilizou-se a prensa a
membrana (J-14 press).

A prolina foi dosada de acordo com o método de
Bates et al’. No entanto, efetuou-se uma modificagdo no
referido método, que constou da centrifugagio do
homogeneizado a 2.000 g/minuto durante 15 minutos. Essa
modificagio deveu-se ao fato de o filtro de papel Whatman
indicado pelos autores reter uma elevada quantidade de
prolina. Para a dosagem da prolina utilizaram-se amostras de
folhas adultas (5 cm em média) situadas entre a 22- e a 52- a
partir do apice da planta. Imediatamente apés a coleta as
amostras foram colocadas em nitrogénio liquido e, em seguida,
liofilizadas por um periodo de 72 horas. Posteriormente as
amostras foram conservadas a vicuo a uma temperatura de -
180 C até a sua utilizagio. As coletas das amostras de folha
para a dosagem da prolina foram efetuadas no inicio, metade
¢ final do estresse hidrico e, também, 24 e 48 horas apds a
reidratagdo das plantas. Para o milheto também foram
efetuadas dosagens nas primeiras quatro horas apés a
reidratag@o das plantas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de prolina aumentaram de uma maneira
generalizada nas cultivares de milheto e sorgo em resposta
ao estresse hidrico. Resultados semelhantes foram obtidos
por llahi & Dtirfﬂing7 em cultivares de milho. No milheto o
teor de prolina passou de um valor préximo a zero no inicio da
experiéncia, quando as plantas estavam bem hidratadas, ou
seja, quando seus potenciais hidricos eram superiores a -0,5
MPa, para alcangar valores de 65 e 90 mmol.g.MS'l,
respectivamente, nos cultivares M27 e M30, quando seus
potenciais hidricos se encontravam préximos a -2,5 MPa
(Figura l:aeb).
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Figura 1 - Evolug3o do teor de prolina em cultivares de milheto:
M27 (A) e M30 (B), submetidas a um estresse hidrico controlado.

Também no sorgo, verificou-se um compor-
tamento diferenciado com relagdo a acumulagdo da
prolina. A cultivar MSor mesmo com um ¥ mais elevado
que o da S63 destacou-se por apresentar um teor de
prolina mais elevado (70 mmol.g.MS'l) contra 55
mmol.g.MS'1 obtido na S63 (Figura2:aeb).

Ciéncia Agrondmica * Volume 26 « Namero 1/2 » 1995

100 prolina (umol.g.MS™) -¥,; (MPa) 0
Edprolina . _y
80 ———— - -0,5
|
60 L4
407 - 1,5
|
20 - ' T2
* i
0 dma ,.,,{ ; Yl o 41 <2‘5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

dias reidratagio

lina (umol.gMS! W \

100 _Fﬂm, (e 5 ) ‘W (MPa) 0

- (Eprolina ¥,
80 -0,5
60 - - 1
40 : 1,5
207 L .2

Qdm gy o1 DU 1| 5 U A
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
dias

reidratagio

Figura 2 - Evolugdo do teor de prolina em cultivares de sorgo:
Msor (A) e S63 (B), submetidas a um estresse hidrico controlado.

Observou-se, também, que as cultivares de
milheto apresentaram, em média, teores de prolina mais
elevados que as de sorgo em resposta ao estresse.

A diminuig&o dos teores de prolina ocorreu com a
reidratag@o das plantas. Entretanto, a velocidade na diminui¢ao
se diferenciou entre as duas espécies vegetais. No milheto,
48 horas ap6s a reidratagdo, observou-se que os niveis de
prolina foram os mesmos daqueles obtidos no inicio da
experiéncia (Figura 1: a e b). J& no sorgo a diminui¢%o do
teor de prolina foi mais lenta (Figura 2: a e b).

Ainda com relagdo ao milheto verificou-se que,
nas primeiras quatro horas ap6s a reidratag@o das plantas, o
teor de prolina permaneceu inalterado para as duas
cultivares, apesar da rdpida elevagdo registrada nos valores
do WYy (Figura 3). Iwai et als, verificaram em discos
desidratados de folhas de fumo uma significativa elevagéo
nos niveis de prolina. Segundo os autores, o aumento no
teor de prolina prosseguiu ainda por um periodo de
aproximadamente oito horas apos a reidratagdo dos discos,
retornando aos niveis originais somentel8 horas apés a
reidratagzo.
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Figura 3 - Evolugdo do teor de prolina em cultivares de milheto (M27
€ M30), nas primeiras quatro horas apds a reidratago das plantas.

De uma maneira geral, as cultivares de milheto
€ sorgo responderam ao estresse no que concerne a
elevagio nos niveis de prolina. Constatou-se, também, que
tanto a cultivar de milheto M30 como a de sorgo MSor,
classificadas como resistentes a seca, apresentaram
teores de prolina mais elevados que o milheto M27 e o
sorgo S$63, classificados como sensiveis. Palfi et al"
também correlacionaram positivamente o aumento na
concentragdo de prolina com o estresse hidrico em sete
hibridos de sorgo, trés de milho ¢ dois cultivares de trigo.
No entanto, esses resultados divergem dos obtidos por
Nlahi & D6rfﬂing7, em cultivares de milho. Esses autores
verificaram uma maior acumula¢do de prolina nas
cultivares sensiveis a seca quando comparadas as
resistentes. Souzals, trabalhando com algodoeiro dos
tipos arbéreo e herbaceo concluiu que a acumulagdo de
prolina ndo estava correlacionada com uma maior
resisténcia a seca do algoddo arbéreo, evidenciada através
de outras variaveis estudadas pelo autor, e sim, com o
conteido relativo de dgua, que nas mesmas condig¢des
experimentais foi inferior no algodio herbéceo,
demonstrando que esse tipo tem uma menor capacidade
de preservar a hidratacio de seus tecidos.

Divergéncias como estas, nos resultados de
pesquisa com estresse hidrico, podem ser atribuidas a
diversos fatores, como a espécie vegetal utilizada, idade
das plantas, o tempo de duragio, severidade e
periodicidade do estresse, como também nas diferentes
maneiras de sua imposigdo, seja em campo ou no

laboratério, na aplicagdo do mesmo na planta inteira ou
simplesmente em orgdos ou tecidos isolados. Como
exemplo, podem-se verificar as diferencas, tomando-se
por base o potencial hidrico, na imposi¢io do estresse
nas duas espécies estudadas. No milheto (Figura 1: a e b)
aplicou-se um estresse mais gradual, que depois de
atingido um determinado estddio, permaneceu
praticamente constante por um certo periodo de tempo
e, s6 apos, alcangou valores préoximos a -2,5 MPa. J4 no
sorgo (Figura 2: a e b) o estresse foi lento, mas constante.
Portanto, as diferengas verificadas entre as duas espécies
vegetais, no tocante a capacidade de acumulagio de
prolina, podem ser devidas as metodologias diversas
relacionadas a esse componente ambiental. Pinho'
analisando diversas outras variaveis, como a resisténcia
da membrana protoplasmatica e a capacidade
fotossintética em condi¢bes de estresse, concluiu que o
sorgo apresenta-se mais tolerante ao estresse hidrico que
o milheto. Assim sendo, provavelmente tanto esta espécie
vegetal, como também o algodoeiro arbéreo utilizado por
Souzals, necessitem de um estresse hidrico mais severo
para melhor expressar sua capacidade de acumulagio de
prolina. Neste caso prevalece o componente genético.

s

CONCLUSOES

Os teores de prolina aumentaram em resposta ao
estresse hidrico para todas as cultivares. Este aumento foi
mais acentuado naquelas cultivares classificadas como
resistentes a seca.

- As cultivares de milheto apresentaram, em média,
teores de prolina mais elevados que aqueles obtidos nas de
SOrgo.

- Decorridas 48 horas ap6s a reidratagio das plantas
os niveis de prolina reduziram-se rapidamente. Essa redug@o foi
mais significativa no milheto quando comparado ao sorgo.

- A rapida recuperagdo do potencial hidrico,
imediatamente apos a reidratagdo, ndo exerce influéncia nos
teores elevados de prolina nas cultivares de milheto.

- Pelos resultados obtidos e pela simplicidade ¢
rapidez de determinago, a prolina pode ser utilizada como
um dos critérios na selegio entre e dentre espécies vegetais
para a tolerancia a seca. Para tanto, ha a necessidade de se
estabelecer, para cada espécie vegetal, o nivel de estresse a
ser aplicado para que os teores de prolina possam se
expressar.
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