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RESUMO 

A presente pesquisa visou avaliar os parâmetros bioquímicos de tolerância à 
seca em genótipos de feijão-caupi, sob irrigação com e sem estresse hídrico na pré-
floração. Plantas de feijão-caupi (Vigna unguiculata (L) Walp.) foram submetidos a 
tratamentos com e sem estresse hídrico na pré-floração sob irrigação e as respostas 
foram analisadas através de alguns parâmetros bioquímicos de tolerância à seca 
(prolina, proteínas, carboidratos e peroxidases). Duas classes de genótipos de feijão-
caupi foram usadas, uma de ciclo intermediário: Balinha, TE 90-180-5F, BR 12 Canindé e 
TE 90-169-4F e outra de ciclo tardio: BR-14 Mulato, T-28, Marataoã e Vita 3. O 
delineamento experimental foi blocos ao acaso, com quatro repetições, em arranjo de 
parcelas subdivididas, onde as parcelas principais consistiram de dois regimes de 
irrigação e as sub-parcelas de oito genótipos de feijão-caupi. Não houve interação entre 
genótipos e irrigação. Nas plantas submetidas a estresse hídrico, foram verificados 
acúmulos de prolina e proteínas. O aminoácido prolina pode ser considerado um 
marcador bioquímico de estresse hídrico para os genótipos de ciclo intermediário, 
diferenciando-os dos genótipos de ciclo tardio.  
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ABSTRACT 

This research study aimed to evaluate the biochemical parameters of drought 
tolerance in cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) genotypes under irrigation with and 
without water stress at pre-flowering growth stage. Thus, cowpea underwent treatments 
with and without water stress pre-flowering under irrigation and the responses have 
been analyzed by some biochemical parameters of drought tolerance (proline, protein, 
carbohydrate and peroxidase activity). Two classes of genotypes of cowpea were used, 
the cycle intermediate: Balinha, TE 90-180-5F, BR Canindé 12 and TE 90-169-4F and 
late maturity: BR-14 Mulato, T-28, Marataoã and Vita 3. It was used a randomized block 
design with four replicates arranged in sub-plots, where main plots were two irrigation 
conditions and sub-plots were eight different cowpea genotypes. There was no 
interaction between genotype and irrigation. The plants under water stress showed 
accumulation of proline and proteins. The amino-acid prolina can be considered as a 
water stress biochemical marker for intermediate cycle genotypes that differentiate them 
from late cycle genotypes.   

Key words: proline, peroxidase, Vigna unguiculata, drought tolerance. 
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INTRODUÇÃO 

 
Situações ambientais diversas, como temperaturas extremas, umidade, alta 

radiação luminosa e deficiência de nutrientes, podem ocasionar estresse múltiplo nas 
plantas (Yordanov et al., 2000). Na região semi-árida brasileira, o regime de chuvas, 
concentrado num período de 3 a 4 meses por ano, é marcado por forte 
irregularidade interanual. As temperaturas médias variam de 23°C a 27°C e a 
insolação anual chega a 2.800 horas. Isto determina altas taxas de 
evapotranspiração, configurando estresse hídrico em quase toda a região (Matallo 
Júnior, 2000).  

Durante um estresse hídrico, a redução na disponibilidade de água para 
processos associados ao transporte, conduz a mudanças na concentração de muitos 
metabólitos, seguidas por distúrbios nos hidratos de carbono e no metabolismo de 
aminoácidos (Osbert et al., 1995). O estresse provoca modificações na composição 
das células das plantas superiores, levando em muitos casos à produção e acúmulo 
de substâncias osmoticamente ativas. Este processo, conhecido como 
osmorregulação, é um componente de grande importância no processo de tolerância 
à seca em várias espécies, (Subbarao et al., 2000).  

Uma das características marcante de mudança nas proporções dos 
aminoácidos e freqüente aumento na concentração de prolina se dão por distúrbios 
no metabolismo das proteínas (Larcher, 2000), e pela manutenção, provável, no 
potencial hídrico da folha, que em contrapartida aumenta o teor deste aminoácido, 
no sentido de se ajustar osmoticamente e defender as plantas da desidratação 
(Costa, 1999).  

O acúmulo de outros compostos orgânicos, encontrados no citoplasma, como 
os açúcares solúveis (Subbarao et al., 2000). Exemplo, deste, está em plantas 
sensíveis à seca, como o espinafre (Spinacea oleracea), que aumenta a síntese de 
sacarose durante o estresse hídrico (Ingram & Bartels, 1996).  

Alterações na atividade de enzimas peroxidases, também ocorrem devido ao 
ajuste osmótico em tais condições, e que as respostas destas enzimas na regulação, 
podem diferir entre as espécies, cultivares, tecidos analisados, duração e intensidade 
do estresse, em diversas plantas (Debouba et al., 2006). Acréscimos nos níveis da 
atividade proteolítica, em resposta à seca, são consistentes com a idéia de que a 
diminuição da proteína é resultado da degradação de proteínas (Heing, 2004). 

A presente pesquisa visou avaliar através de algumas características 
bioquímicas (prolina, carboidratos, proteína e peroxidase) a tolerância à seca de 
genótipos de feijão-caupi sob irrigação, com e sem estresse hídrico na pré-floração.  

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
O espaçamento de plantio das plantas foi de 0,50m X 0,50m, em argissolo 

Vermelho-Amarelo Distrófico Plíntico, com uma planta por cova, sob irrigação por 
gotejamento e estresse hídrico de oito dias na pré-floração. Os tratos culturais foram 
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realizados de acordo com o manejo convencional da cultura. As linhas de irrigação, 
com gotejadores a cada 0,50m, foram instaladas no campo espaçadas de 1,40m, 
sendo uma fileira de plantas em cada lado da linha com espaçamento de 0,50m x 
0,50m e uma planta por cova. Os tratamentos constaram de dois regimes de 
irrigação (com e sem estresse hídrico) e oito genótipos (intermediários e tardios). 
Para os genótipos de ciclo intermediário (TE 90-169-4F, TE 90-180-5F, BR-12 
Canindé e Balinha), as lâminas totais de irrigação foram de 306mm (sem estresse 
hídrico), de 271mm (com estresse hídrico) e para os genótipos de ciclo tardios 
(Marataoã, BR-14 Mulato, Vita e T-28) foram aplicadas 325mm (sem estresse 
hídrico) e 271mm (sob estresse hídrico).  

Foram realizadas análises de produção aos 80 dias após plantio, assim como 
as análises bioquímicas, no estágio de pré-floração, aos 56 e 60 dias após o plantio, 
através da coleta de quatro amostras de folhas completas trifoliadas (3º entrenó do 
ápice para baixo), de cada genótipo nas quatro repetições, contendo duas folhas 
frescas/amostra. As amostras foram identificadas e congeladas em nitrogênio líquido 
e armazenadas em freezer a -80°C.  

O delineamento experimental usado foi blocos ao acaso, com quatro 
repetições, arranjados em parcelas subdivididas, em que as parcelas principais 
consistiram de dois regimes de irrigação (com e sem estresse hídrico) e as sub-
parcelas de oito genótipos, totalizando 64 unidades experimentais. Para a análise 
estatística dos dados do experimento, empregou-se o software SAS-LEARNING 
EDITION 4.1 (2006).  

A colheita de grãos de feijão dos diferentes genótipos de feijão-caupi  foi 
realizada na área útil do experimento correspondendo a 7m2, sendo o peso de grãos 
dividido pelo número de plantas da área útil para se obter a produção por planta 
(g/planta). Foram avaliados os teores de atividade da peroxidases (EC 1.11.1.7), 
proteínas solúveis totais, carboidratos solúveis totais, e prolina, em todos os 
tratamentos propostos.   

Para a atividade de peroxidases (EC 1.11.1.7), a enzima foi extraída de acordo 
com o método de Wissemann & Lee (1980), com pequenas modificações. No sistema 
de reação foi utilizado o método descrito por Matsuno & Uritani (1972) com 
pequenas modificações: a absorbância foi medida a 470nm. A velocidade da reação 
foi expressa em UAE g-1 min-1 (UAE - unidade de atividade da enzima). As proteínas 
totais solúveis foram quantificadas de acordo com o método de Bradford (1976), 
usando como solução padrão Albumina Sérica Bovina – BSA (Sigma). A leitura foi 
realizada em espectrofotômetro a 595nm e os resultados expressos em mg g-1 MF 
(massa fresca).  

Os açúcares solúveis totais foram determinados pelo método proposto por 
Yemn & Wills (1954), usando antrona. Como padrão foi utilizada a glicose e os 
resultados foram expressos em porcentagem de açúcares solúveis totais e a leitura 
foi realizada a 620nm.   

A prolina foi determinada, utilizando-se o método de Bates et al. (1973), 
adaptado por Torello & Rice (1986). As absorbâncias obtidas (520nm) foram 
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comparadas com a curva padrão de prolina (Merck) e os resultados obtidos foram 
expressos em µmol µg-1 MF.  
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nos genótipos de ciclo tardio, o T-28 sobressaiu em produção de grãos 
(quadro 01), não sendo afetado pelo estresse de umidade em relação aos demais 
genótipos. A produção (g planta-1) foi de 27,78%, 21,05% e 12,5%, para os 
genótipos Vita-3, BR-14 Mulato e T-28, sob irrigação com e sem estresse hídrico na 
pré-floração. Nos genótipos de ciclo intermediário, houve uma redução da produção 
média (Tabela 1) em 23,81%, 22,73%, 19,05% e 7,70% para os genótipos Balinha, 
TE-90-180-5F, TE-90-169-4F e BR-12 Canindé, sob irrigação com e sem estresse 
hídrico na pré-floração, respectivamente. 
 
Tabela 1. Produção de grãos de diferentes genótipos de feijão-caupi (g planta-1) sob 
diferentes regimes de irrigação com e sem estresse hídrico na pré-floração.  

Genótipo 
Intermediário 

Regime de irrigação Genótipo 
Tardio 

Regime de irrigação 

I1 I2 I1 I2 

Balinha 21 16 BR-14 Mulato 19 15 
TE 90-180-5F 22 17 T-28 20 20 

BR-12 Canindé 13 12 Marataoã 16 14 
TE 90-169-4F 21 17 Vita 3 18 13 

I1: sem estresse hídrico; I2: com estresse hídrico na pré-floração. 
 
A ocorrência do estresse hídrico na pré-floração induziu reduções em termos 

de produção de grãos (g/planta) em todos os genótipos, com exceção do T-28. Esta 
constatação reforça que os genótipos estudados, com exceção do T-28, podem 
apresentar alguns mecanismos de adaptação à seca. Esse resultado é semelhante ao 
descrito na literatura por Turk & Hall (1980), que observaram reduções na produção 
dos grãos de feijão-caupi quando o estresse hídrico foi aplicado no estágio de pré-
floração. 

A análise de variância (Tabela 2) para as características bioquímicas de 
açúcares solúveis totais, atividades de enzimas peroxidase, proteínas solúveis totais 
e prolina, revelou efeito significativo, pelo teste F, para atividade de peroxidases, 
proteínas solúveis totais e prolina, em genótipos e, para a variável prolina, em 
irrigação.  

Os genótipos de feijão-caupi avaliados apresentaram eficientes mecanismos de 
tolerância à seca. Verifica-se, pelo teste de comparação de médias (Tabela 3), que 
para a variável açúcares totais, os genótipos de ciclo intermediário BR-12 Canindé, e 
TE-90-180-5F, apresentaram maior incremento nos teores, apesar de não ocorrer 
diferença significativa. Para a atividade de peroxidase, ocorreu maior atividade 
significativa nos genótipos TE-90-169 e Balinha, porém não diferiram dos genótipos 
TE 90-180-5F, BR-12 Canindé e Marataoã. O maior teor de proteínas ocorreu no BR 
14 Mulato, diferenciando-se dos demais genótipos. Para a variável prolina, o 
genótipo TE 90-169-4F, demonstrou diferença significativa dos demais genótipos 
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estudados. Os genótipos Balinha, seguidos do BR-12 Canindé e TE-90-180-5F, 
apresentaram maiores teores de prolina, quando comparados aos demais genótipos 
(Tabela 4). 

 
Tabela 2. Resumo da análise de variância para os parâmetros: açúcares, peroxidases, 
proteínas e prolina em feijão-caupi.  

Fontes de variação G. L. 
Probabilidade > F* 

Açúcares Peroxidases Proteínas Prolina 
Blocos 3 0,0623 0,8004 0,0276 0,0586  
Irrigação 1 0,9295 0,3270 0,2849  0,0066 
Blocos*Irrigação 3 0,4229 0,2387 0,3095 0,5768  

Genótipos 7 0,2482 0,0010 0,0198 0,0306  

Irrigação*Genótipos 7 0,5071 0,7465 0,8543  0,0512 

Erro Experimental 42 - - -   
Total 63 - - -   
C.V. (%)  23,32 21,52 23,64 30,76  
* Nível descritivo pelo teste F; C.V = Coeficiente de Variação em percentagem 
 
Tabela 3. Açúcares (mg açúcar g-1 MF), proteínas (mg proteína g-1 MF), peroxidases (UAE 
g-1 min-1), e prolina (µmol prolina µg-1 MF)  em função dos genótipos de feijão-caupi em 
função do regime de irrigação.  

Irrigação        Açúcares* Peroxidases* Proteínas* Prolina* 

Irrigado 
(testemunha) 

22,884 a 177,54 a 32,856 a 1,165 b  

Estresse hídrico 22,759 a 166,17 a 35,028 a 1,452 a  

* Médias na mesma coluna, seguidas de mesma letra, não diferem entre si, pelo teste t 
de Student (p> 0,05).  

 
O estresse hídrico induziu maior variação na atividade de peroxidase, no 

genótipo TE 90-180-5F (ciclo intermediário), com 22,5% (Figura 1). Os genótipos de 
ciclo tardio Marataoã, BR-14 Mulato e T-28 também mostraram variações na 
atividade da peroxidase.  A atividade de peroxidase diminuiu sob condições de 
estresse hídrico, nos genótipos TE 90-169 4F e BR-12 Canindé (Figura 1). 

Com exceção dos genótipos, TE 90-169-4F e BR-12 Canindé (ciclo 
intermediário) e Vita 3 (tardio), todos os demais apresentaram aumento da atividade 
da enzima com a imposição do estresse hídrico. Sob estas condições de estresse, as 
plantas tendem a aumentar a atividade de peroxidases e, às vezes, é a primeira 
enzima a ter a atividade alterada, independente do substrato utilizado ou do estresse 
aplicado (Siegel, 1993). A variação na atividade de peroxidase pode ser uma 
adaptação do tecido vegetal a esta condição (Gaspar et al., 1985).  
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Tabela 4. Açúcares (mg açúcar g-1 MF), proteínas (mg proteína g-1 MF), peroxidases (UAE 
g-1 min-1), e prolina (µmol prolina µg-1 MF), em feijão-caupi, cultivado sob diferentes 
regimes de irrigação, em função dos diferentes genótipos (intermediário e tardio).  

* Médias na mesma coluna, seguidas de mesma letra, não diferem entre si, pelo teste 
de t de Student ao nível de 0,05 de probabilidade. 

 
 

 
Figura 1. Atividade de peroxidases em função dos genótipos e da irrigação em genótipos 
de feijão-caupi irrigado durante todo o ciclo (  ); Estresse hídrico na pré-floração  (   ).  

 
A análise gráfica, apresentada na Figura 2, revelou que a irrigação durante 

todo o ciclo da cultura (plantas sem estresse hídrico), comparado de plantas com 
estresse hídrico na pré-floração, induziu maiores variações nos teores de proteínas 
solúveis nos genótipos Balinha, Marataoã, BR-14 Mulato e BR-12 Canindé. No 
genótipo TE 90-180-5F ocorreu o contrário, menores teores de proteínas, sob 
tratamento de estresse hídrico, enquanto que nos genótipos TE 90-169-4F e Vita-3, 
a variação foi praticamente igual para ambos os tratamentos.  

 

Genótipos 
intermediários 

Açúcares* Peroxidases* Proteínas* Prolina* 

TE 90 – 169 – 4F 22,786 a 186,600 a 28,767 b  1,677 a 

TE 90 – 180 – 5F 24,795 a 162,800 ab 33,395 b 1,305 abc 

BR 12 Canindé 26,241 a 166,250 ab 30,270 b 1,391 abc 

Balinha 20,849 a 191,540 a 31,125 b  1,569 ab 

Genótipos tardios 
 

    

Marataoã 19,079 a 169,01ab 34,242 b 1,084 c 

BR 14 Mulato 23,000 a  149,440 b 44,109 a 1,115 c 

Vita 3 23,153 a 111,260 c 35,196 b 1,080 c 

T – 28 22,666 a 143,660 c 34,435 b 1,247 bc 
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 Figura 2. Teores de proteínas totais solúveis em função dos genótipos e da irrigação em 
genótipos de feijão-caupi irrigado durante todo o ciclo (  ); Estresse hídrico na pré-
floração  (   ).  
 

O aumento de proteínas observado em alguns genótipos (TE-90-180-5F, BR-
12 Canindé, Balinha, Marataoã, BR-14 Mulato e T-28) após serem submetidos ao 
estresse hídrico, quando comparados os tratamentos sem estresse hídrico, pode 
caracterizar uma alteração do potencial osmótico da célula, para evitar a perda de 
água para o meio. O estresse hídrico pode produzir efeitos no metabolismo das 
plantas, levando a um acúmulo ou perda de metabólitos como carboidratos, ácidos 
orgânicos, ácido abscísico (ABA) e aminoácidos, além de alterar a atividade de 
enzimas e síntese de proteínas (Maranville & Paulsen, 1970). O acúmulo de 
metabólitos em plantas sob déficit hídrico é conhecido como ajustamento osmótico, 
que proporciona à planta  a diminuição do potencial osmótico mediante um aumento 
líquido nos solutos intracelular (Chaves, 1991). Esse ajustamento pode auxiliar a 
planta a manter o turgor, sustentando, dessa maneira a alongação celular e 
expansão de regiões de crescimento com o desenvolvimento do déficit (Morgan, 
1984; Premachandra et al., 1992).  

Nos genótipos TE 90-180-5F, TE 90-169-4F, T-28 houve aumento nos teores 
de carboidratos, sob estresse hídrico, em 33,82%, 13,81%, 13,50%, 6,48% e 
3,82%, respectivamente, podendo ser uma resposta bioquímica ao estresse hídrico, 
enquanto que nos genótipos Balinha e BR-12 Canindé não ocorreram variações nos 
teores de açúcares (Figura 3). 
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Figura 3. Teores de açúcares solúveis totais em função dos genótipos e da irrigação, 
irrigação, em genótipos de feijão-caupi irrigado durante todo o ciclo (  ); Estresse hídrico 
na pré-floração  (   ).  
 

O aumento observado nos diferentes genótipos pode ser atribuido à indução 
do ajustamento osmótico causado, provavelmente, pelo declínio na atividade 
hidrolítica da sacarose sintetase, associada ou não, com a degradação do amido, 
pelo aumento de atividades da amilase invertase ácida (Keller et al., 1993). Em 
virtude do efeito da seca o amido é degradado nos tecidos que o acumulam; a 
redução na quantidade de amido é uma conseqüência da atividade da amilase, sendo 
acompanhada por um aumento da quantidade de açúcares solúveis redutores. Na 
maioria das plantas, a sacarose é o principal açúcar exportado dos locais de síntese 
(folhas) para as regiões de consumo (caule, gemas vegetativas, raízes e órgãos 
reprodutivos) onde será utilizada para o crescimento e/ou armazenamento. As 
hexoses liberadas a partir da hidrólise de sacarose podem ser utilizadas em 
processos anabólicos ou catabólicos e também fornecendo açúcares redutores para o 
processo de ajustamento osmótico (Chaves Filho & Stacciarini-Seraphin, 2001).  O 
aumento no teor de carboidratos solúveis totais foi observado também por 
Irigoyen et al. (1992) em folhas de alfafa (Medicago sativa) como resposta ao 
estresse hídrico.  

Em relação ao aminoácido prolina (Figura 04), os genótipos intermediários, 
quando submetidos ao estresse hídrico apresentaram concentrações superiores às 
dos genótipos tardios, sobretudo em TE 90-169-4F, seguido do Balinha, BR-12, 
Canindé e TE 90-180-5F. Observa-se decréscimos pouco relevantes nos genótipos de 
ciclo tardio, sob os tratamentos de irrigação durante todo o ciclo e sob estresse 
hídrico, com exceção do Maratoã.  
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Figura 04. Teores de prolina em função dos genótipos e da irrigação, em genótipos de 
feijão-caupi irrigado durante todo o ciclo (  ); Estresse hídrico na pré-floração  (   ).  
 

Os genótipos de ciclo intermediário TE-90-169-4F, Balinha, BR-12 Canindé e 
TE-90-180-5F revelaram maiores variações no conteúdo de prolina, quando 
submetidos ao estresse hídrico, variando de 1,214 µmol g-1MF, 1,188 µmol g-1MF, 
1,088 µmol g-1MF e 1,20 µmol g-1MF sob irrigação (sem estresse hídrico), para 1,924 
µmol g-1MF, 2,167 µmol g-1MF, 1,693 µmol g-1MF e 1,42 µmol g-1MF (com estresse 
hídrico), resultando em aumentos de 45,18%, 36,90%, 35,73% e 15,50%, 
respectivamente. Estes resultados estão de acordo com Castro et al. (2007), os 
quais encontraram aumento de 220,53% de prolina sob estresse hídrico (09 dias) 
em folhas de Teca (Tectona grandis L.f) e com o trabalho de Lazcano-Ferrat & Lovat 
(1999), que obtiveram aumento nos teores deste soluto em feijão Phaseolus 
vulgaris. A síntese de osmólitos, incluindo prolina, é amplamente usada por plantas 
para estabilizar as membranas e manter a conformação de proteínas sob baixo 
potencial água (Efeoğlu et al., 2008). A síntese e acúmulo de osmólitos varia entre 
espécies vegetais, assim como em diferentes cultivares da mesma espécie. A prolina 
é também conhecida por estar envolvida em reduzir danos nos tilacóides das 
membranas, agindo como um eliminador de radicais livres, como oxigênio singleto 
(Reddy et al., 2004).  
 
CONCLUSÕES 
 

O aminoácido prolina pode ser considerado um osmorregulador bioquímico de 
estresse hídrico para os genótipos de ciclo intermediário, diferenciando-os dos 
genótipos de ciclo tardio. 
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