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RESUMO  

O gênero Vigna é uma das leguminosas melhor adaptadas às regiões quentes. 

Exercendo uma efetiva participação na dieta alimentar da população, por constituir-se em 

excelente fonte de proteínas e carboidratos de baixo custo. O estresse hidrico é um dos 

grandes problemas da agricultura mundial, provocando inibições no crescimento e 

produtividade em diferentes culturas. Este trabalho teve como objetivos analisar vários 

parâmetros a partir de quatro cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp em duas etapas, 

denominadas de Experimento I e Experimento II. No experimento I os cultivares Epace 10, 

Epace 11, Epace 1 e BR 10 Piauí foram analisados em parâmetros fisiológicos, como status 

hidrico, resistência de membranas celulares e lipídeos membranares totais. No Experimento 

II, apenas os cultivares Epace 10 e Epace 11 foram estudados, em virtude dos outros dois 

cultivares não terem apresentados um comportamento bem definido em relação a 

deficiência hídrica no Experimento I. No Experimento II aspectos bioquímicos, tais como o 

teor de lipídeos peroxidados, ácidos graxos totais, diferentes categorias lipidicas, índice de 

insaturação e análise das diferentes enzimas antioxidantes foram analisados. No estudo do 

status hídrico foi observado uma menor tolerância do cultivar Epace 11 e uma maior 

tolerância do Epace 10. Os cultivares Epace 1 e BR 10 Piauí não tiveram um 

comportamento bem definido em relação ao estresse hidrico e a resistência membranas. O 

cultivar Epace 11 apresentou elevados danos em suas membranas e teve também seus 

teores de lipídeos totais reduzidos de forma mais importantes que os demais cultivares. 

Mesmo após a reirrigação, este cultivar apresentou um grande decréscimo em relação ao 

xvi 



controle, principalmente devido a uma redução de lipideos plastidinis, como o 

monogalactosil diacilglicerol (MGDG) e o digalactosil diacilglicerol (DGDG). Os teores de 

ácidos graxos totais também confirmaram a tendência anteriormente observada para 

EPACE 11. Na etapa que trata da análise das atividades de enzimas antioxidativas (SOD, 

CAT, APX e PDX), foi observado em Epace 11 um aumento pronunciado de SOD em 

resposta aos diferentes níveis de deficiência hídrica, enquanto a atividade especifica da 

CAT, decresceu gradativamente, em relação ao tratamento controle. As plantas submetidas 

á deficiência hídrica, dos dois cultivares estudados, apresentaram atividade da enzima APX 

superior aos tratamentos controle e a atividade da enzima peroxidase dos fenóis (PDX) 

mostrou ser mais elevada para o cultivar Epace 11 quando comparada com Epace 10. Os 

resultados obtidos neste trabalho tanto na análise dos lipideos, ácidos graxos e índice de 

insaturação, como na atividade das diferentes enzimas do sistema de destoxificação nos 

dois cultivares estudados, evidenciaram uma menor tolerância do cultivar Epace 11, em 

relação a Epace 10, á ação do déficit hídrico. A degradação acentuada dos ácidos graxos 

poliínsaturados, a redução do índice de insaturação, a menor atividade das enzimas de 

destoxificação e a maior atividade da enzima peroxidase dos fenóis, em Epace 11, 

confirmam a maior vulnerabilidade deste cultivar. Portanto, uma correlação negativa pode 

ser estabelecida entre os diferentes parâmetros analisados para Epace 11, a integridade 

membranar e conseqüentemente o próprio metabolismo cehilar. 



ABSTRACT 

The cowpea Vigna unguiculata (L.) AIalp is one of the best adapted legume 

to tropical areas. This plant has an effective participation in the diet of the 

population, since it is an excellent source of proteins and has low cost 

carbohydrates. The water stress is one of the great problems of the world 

agriculture, inducing inhibitions in the growth and productivity in different cultures. 

This work had the objective to analyze several parameters starting from four 

cultivars of Vigna unguiculata (L.) Walp in two stages, denominated of experiment 

I and II. In the experiment I the cultivars Epace 10, Epace 11, Epace 1 and BR 10 

Piauí were analyzed in physiologic parameters, as water status, resistance of 

cellular membranes and total lipid membrane. In the experiment II, only the 

cultivars Epace 10 and Epace 11 were studied, because the others two cultivars 

did not present a very defined behaviour in relation to water deficiency in the 

experiment I. In the experiment II biochemical aspects, such as the contents of 

peroxidated lipids, total fatty acids, different categories of lipids, insaturation index 

and the different antioxidant enzymes were analyzed. In the study of the water 

status a smaller tolerance was observed of the cultivar Epace 11 and a highest 

tolerance of Epace 10. The cultivars Epace 1 and BR 10 Piaui did not have a very 

defined behaviour in relation to the water stress and the membrane resistance. The 

cultivar Epace 11 presented high damages in his membranes and had also 

contents of reduced total lipids in a way more important than the others cultivars. 

Even after the reirrigations, this cultivar presented a great decrease in relation to 
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the control, mainly due to reduction of plastidials lipids, as the monogalactosil 

diacilglicerol (MGDG) and the digalactosil diacilglicerol (DGDG). The contents of 

total fatty acids also confirmed the tendency observed previously for EPACE 11. In 

this stage the analysis of the activities of enzymes antioxidatives (SOD, CAT; APX 

and PDX), it was observed in Epace 11 a pronounced increase of SOD in 

response to the different levels of water deficiency, while the specific activity of 

CAT decreased, in relation to the control treatment. In the plants submitted to the 

water deficiency, two of the cultivar studied EPACE 10 and EPACE 11, presented 

activity of the enzyme APX higher than the control treatments and the activity of 

the phenol peroxidase (PDX) showed to be higher for cultivar Epace 11 when 

compared with Epace 10. The results obtained in this work, in the analysis of the 

lipids, fatty acids and insaturation index, as in the activity of the different enzymes 

of the destoxification system in the two cultivars studied, suggest a smaller 

tolerance of cultivar Epace 11, in relation to Epace 10, to the water stress. The 

accentuated degradation of the polyunsaturated fatty acids, the reduction of the 

index insaturation, the smallest activity of the destoxification enzymes and the 

largest activity of the enzyme peroxidase of the phenols, in Epace 11, confirm the 

highest vulnerability of this cultivar. Therefore, a negative correlation can be 

stablished among the different parameters analyzed for Epace 11, the membrane 

integrity and consequently the own cellular metabolism. 
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I - INTRODUÇÃO 

Dos fatores ambientais, a escassez de água destaca-se como um dos 

mais fortes elementos que limitam a expressão genética das plantas, e a 

produtividade agrícola. Normalmente, nesses ecossistemas a falta de água 

também é acompanhada de temperaturas elevadas. O déficit hídrico se instala 

nas plantas quando a perda em água excede sua capacidade de absorção 

através do sistema radicular (OLIVEIRA, 2002). 

Em resposta a essas condições, determinadas espécies vegetais 

adaptam-se, através mecanismos que possibilitam a sua sobrevivência. 

Contudo, sabe-se que normalmente quase todos os mecanismos que 

possibilitam a adaptação à seca, acabam por prejudicar direta ou indiretamente 

as atividades metabólicas e, por conseguinte, a produção. Entretanto, a busca 

de materiais e a compreensão dos mecanismos de adaptação, são uma 

questão fundamental nessa área. 

Durante muito tempo, os esforços foram direcionados no sentido de 

identificar as bases fisiológicas e bioquímicas dos mecanismos em resposta 

aos diferentes tipos de estresses. Mais recentemente, nova abordagem está 

sendo direcionada no sentido de também identificar as bases moleculares dos 

diferentes mecanismos de resistência à seca. 

As atividades metabólicas de plantas são profundamente mudadas sob 

injúria, ou quando submetidas a estresses bióticos e abióticos de uma forma 

geral. Plantas respondem a esses agentes alterando seu metabolismo celular e 

invocando vários mecanismos de defesa (ENYEDI et al., 1992; MEHDY, 1994). 

Sobrevivência sob estas condições estressantes depende da habilidade da 
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planta para perceber o estímulo, gerar e transmitir sinais, e instigar mudanças 

bioquímicas que, consequentemente, ajustem o seu metabolismo (ENYEDI et 

al., 1992). 

Diversas culturas têm sido objeto de amplos estudos, por serem 

tipicamente cultivadas em regiões áridas e semi-áridas. Dentre elas o feijão-de- 

corda, uma das mais expressivas fontes de proteína encontrada na dieta de um 

enorme contigente de pessoas que habita essas regiões, (STONE, 2001). 

No plano do melhoramento genético vegetal, um dos grandes entraves 

tem sido a identificação de características que possam estar associadas a 

mecanismos de resistência a estresses abióticos. A associação de um caráter 

a um determinado tipo de estresse pode auxiliar, de forma mais rápida, a busca 

de novos materiais que apresentem características desejáveis ao 

melhoramento genético vegetal. No estudo do estresse condicionado por 

deficiência hídrica, seria a obtenção de plantas mais resistentes, (PIMENTEL, 

2000). 

Existem muito poucos trabalhos na literatura que correlacionem perdas 

de resistência ao déficit hídrico a reduções nos teores de lipídios polares, à 

diminuição do índice de insaturação, aumentos nos teores de ácidos graxos 

livres, níveis de peroxidação dos lipídeos e na permeabilidade das membranas 

celulares. Entretanto é conhecido que as membranas de tecidos clorofilados 

são ricas em ácidos graxos poliinsaturados, principalmente em ácido linolênico 

(PAIS, 2003). Este ácido graxo se constitui alvo vulnerável, devido às suas 

ligações carbono-carbono insaturadas, às reações oxidativas induzidas pela 

deficiência hídrica nas células e tecidos (CAROLINO, 2003) 
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O objetivo desse trabalho é estudar algumas respostas bioquímicas no 

âmbito das membranas celulares, do metabolismo de lipídios e da atividade de 

diferentes enzimas de destoxificação, em dois cultivares de Vigna unguiculata 

(L) Walp, quando submetidas à deficiência hídrica do solo. A existência de 

possíveis diferenças entre cultivares no que diz respeito a esses mecanismos 

teria como objetivo a identificação de indicadores com vistas à implementação 

de programas de melhoramento de cultivares adaptadas à região Nordeste 

brasileira e, mais especificamente, ao Ceará. 
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II - REVISÃO DE LITERATURA 

1 - Aspectos gerais da Vigna ungliculata (L) Walp 

A espécie Vigna unguiculata (L) Walp é uma dicotiledônea que pertence ã 

ordem Fabales, família Fabaceae Lindley, sub-família Faboidae (Papilionidae), 

gênero Vigna e espécie Vigna unguiculata (LOPES et al., 2003). 

De acordo com Oliveira et a1., (2003), o gênero Vigna é uma das 

leguminosas mais adaptadas às regiões quentes da África, Ásia e das 

Américas, especificamente nas regiões tropicais e subtropicais. O numero de 

espécie de Vigna não é preciso, podendo variar de 84 a 184(MARECHAL et ai, 

1988). A maioria dessas espécies encontra-se na África, onde 66 delas são 

consideradas endêmicas. Isso sugere que o gênero Vigna deve ter tido sua 

evolução ligada a esse continente. 

No continente americano a introdução foi feita por colonizadores, 

disseminando rapidamente por todas as regiões do Brasil. O caupi (Vigna 

unguiculata L. Walp.), chamado de feijão-macassar, feijão-fradinho, ou feijão-

de-corda, constitui a principal cultura de subsistência no semi-árido brasileiro. 

Considerando todas as espécies e gêneros cultivados no mundo, o Brasil é o 

segundo maior produtor de feijão, perdendo apenas para a Índia (OLIVEIRA et 

ai., 2002). 

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) representa cerca de 15% do feijão 

produzido no Brasil, sendo o Nordeste a principal região produtora em escala 

comercial, tendo participação efetiva como fonte protéica para a subsistência 

de grande parte da população, refletindo desta forma sua importância local. No 
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restante do país é empregado, essencialmente, como forrageira (MOTA et al., 

2002). 

O caupi ocupa 60% das áreas cultivadas com feijão e caupi no Nordeste 

brasileiro e representa 26,8% da área total plantada com feijão no Brasil. Esta 

leguminosa representa de 95% a 100% do total das áreas plantadas com feijão 

nos estados do Amazonas, Pará, Maranhão, Piauí, Ceará e Rio Grande do 

Norte (SANTOS et al., 2000). Desse modo, o caupi tem seu cultivo concentrado 

nas regiões nordeste e norte, que possuem climas tropicais, aos quais por sua 

própria origem, é bem adaptado (LIMA et al., 2002). 

No estado do Ceará, o feijão-caupi é cultivado em quase todas as micro-

regiões, onde detém 75% das áreas de cultivo com feijão. Assim, exerce 

efetiva participação na dieta alimentar da população, por constituir-se em 

excelente fonte de proteínas e carboidratos de baixo custo (VIEIRA et al., 

2000). Embora considerada uma cultura tropical, compatível com as condições 

ecológicas locais, ainda apresenta baixa produtividade, tanto no sistema 

solteiro como no consorciado. Dentre as principais causas que limitam a 

produtividade do feijão-caupi no Nordeste, merece destaque o emprego de 

cultivares tradicionais com baixa capacidade produtiva, razão pela qual, 

admitem que o aumento de produtividade pode ser alcançado mediante a 

simples utilização de sementes de qualidade superior. Contudo, mesmo 

utilizando sementes de boa qualidade, se a cultivar for de baixo potencial 

genético para a produção, será baixo o rendimento. Um dos problemas 

associado à baixa produtividade, pode estar relacionado ao fato de que 

geralmente são utilizadas as mesmas cultivares tanto para produção de grãos 

verdes, quanto para grãos secos (BASTOS et ai., 2002). 
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O caupi pode ser consumido na forma de vagem verde, grão verde e 

grão seco, além de outras formas de preparo, como o acarajé, por exemplo. Na 

forma de vagem verde, a colheita é feita quando as vagens estão bem 

desenvolvidas, mas com pouca fibra. Para o consumo na forma de grão verde, 

as vagens são colhidas quando começam a maturar. E para produção de grão 

seco, as vagens são colhidas secas. Dos 40 cultivares de caupi cru, foram 

observadas variações para proteínas (20,41% a 26,18%), lipídeos (0,93% a 

1,65%), açúcares totais (2,37% a 5,35%), cálcio (51,08 mg Ca/100 g a 141 mg 

Cal100), ferro (3,04 mg Fe/100g a 7,83 mg Fe/100 g) e Fósforo (788,9 mg de 

P2O5/100 g a 1244,4 mg de P2O5/100 g). Verificaram, ainda que, na fração 

lipídica, cerca de 66% dos ácidos graxos são insaturados, sendo 8% oléico, 

34% linoléico e 24% linolênico(SALES, et al., 2001). 

VENANCIO, et al., 2003, afirma que a temperatura mais adequada para 

o desenvolvimento do caupi situa-se na faixa de 20 a 35°C, superior á mais 

adequada para o feijão-comum (ARAÚJO et al., 1984). Portanto, o caupi 

poderia ser uma cultura mais adaptada que o feijão-comum para o cultivo de 

primavera-verão (cultivo "das águas") na Zona da Mata de Minas Gerais, 

principalmente nos municípios de baixa altitude. Em dois experimentos 

conduzidos na época "das águas" de 1986, no município de Viçosa, o 

rendimento médio de dois cultivares de caupi (EPACE-6 e CNC 434) foi de 

2.522 e 1.681 kg/ha, enquanto os cultivares de feijão-comum (Fortuna e 

Milionário) produziram 2.126 e 1.488 kg/ha, respectivamente (VIEIRA, 1989). 

Vale ressaltar que Viçosa está a 640 m de altitude e que a primavera-verão de 

1986 teve temperaturas relativamente amenas. É provável que em municípios 

de baixa altitude e, ou, em anos mais quentes, e com a disponibilidade de 
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cultivares mais adaptadas à região, a vantagem do caupi seja bem maior em 

relação ao feijão-comum. O caupi pode vir a ser de interesse econômico na 

Zona da Mata, visto que essa região encontra-se próxima de um grande 

mercado consumidor de feijão-fradinho, o Rio de Janeiro. 

Além disso, por sua capacidade de se desenvolver satisfatoriamente em 

solos de baixa fertilidade e por sua rusticidade, o feijão-caupi é considerado 

uma opção como fonte de matéria orgânica. Nessa forma, é utilizado como 

adubo verde na recuperação de solos naturalmente pobres em fertilidade, ou 

esgotados pelo uso intensivo, muito comum no Nordeste. Tradicionalmente 

cultivado em regime de sequeiro, o caupi surge como opção para cultivo em 

regime irrigado no Nordeste brasileiro. Nessas áreas, é cultivado em sucessão 

a outra cultura de maior valor econômico, de forma a aproveitar o efeito 

residual da adubação e uma menor oferta do produto em algumas épocas do 

ano (CASTRO et al., 2003). 

No mercado brasileiro existem cultivares de boa aceitação comercial. 

Entretanto, não há um programa nacional que vise à avaliação e 

recomendação de cultivares em ambientes específicos. Estudos sobre novas 

opções de cultivares são necessários, pois, geralmente, o produtor tem 

utilizado, por conta e risco, qualquer semente disponível no mercado fazendo 

testes empíricos para escolha de cultivares levando a muitas frustrações. A 

indicação de cultivares apropriadas proporcionaria maior segurança ao 

produtor, facilitando a obtenção de crédito e aceitação do produto no mercado. 

(OLIVEIRA, 2002). 
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Devido à existência de fatores que interferem na produção do feijão-caupi 

(OLIVEIRA et al., 2001), observaram que o rendimento de grãos secos pode 

não ser o melhor critério para a seleção de cultivares superiores. Assim sendo, 

sugeriram que a seleção seja feita também em função de outros componentes 

de produção, tais como o número de vagens por planta e as produções de 

vagens e de grãos verdes. Em algumas regiões da Paraíba níveis baixos de 

produtividade têm sido constatados. Sabe-se que a baixa produtividade está 

associada ao plantio de cultivares tradicionais ou ao emprego de sementes de 

baixa qualidade agronômica, portanto, com pouca capacidade produtiva, 

ademais da inexistência de programas de pesquisas sobre nutrição mineral e 

manejo de adubação na cultura (BASTOS et al., 2002). 

2. Comportamento das plantas em condições de déficit hídrico. 

Considera-se a seca um dos principais agentes que limitam a 

produtividade agrícola em todo o mundo. Alem do mais, nos ecossistemas 

sujeitos à seca, existem normalmente estreitas relações entre a deficiência 

hídrica e as temperaturas elevadas. Por outro lado, sabe-se, que aquelas 

espécies submetidas a regiões onde o estresse hídrico ocorre com uma 

determinada constância estão sempre desenvolvendo mecanismos que lhes 

possibilitam urna maior adaptação a esses ambientes. 

Segundo Daier (1996), plantas adaptadas apresentam mecanismos que 

evitam ou toleram a seca, reduzindo a possibilidade da desidratação celular. As 

mesáfilas, onde se inclui a maioria das espécies cultivadas estão usualmente 
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expostas à condições de déficit hídrico, e predominantemente exibem 

tolerância à seca. O déficit hídrico afeta diversos aspectos do desenvolvimento 

da plantas como a anatomia, a morfologia, a fisiologia e a bioquímica 

(KRAMER, 1969). 

Em condições de déficit hidrico, as plantas utilizam geralmente dois 

mecanismos de adaptação. No primeiro, denominado de mecanismo de 

adaptação morfológica, as plantas apresentam um maior desenvolvimento do 

sistema radicular tornando-o mais profundo, e reduzem a área foliar, e 

conseqüentemente, a perda de água pela transpiração. Já a abertura e o 

fechamento dos estômatos, estão relacionados a mecanismos de adaptação 

fisiológica. Esses mecanismos podem ser eficientes na resolução de problemas 

temporários de déficit hidrico e mesmo assim quando a planta possui reservas 

nutritivas suficientemente importantes para suportar um determinado período 

de seca, com uma baixa atividade fotossintética (SWINDALE e BINDINGER, 

1981). 

Já a resistência protoplasmática, que consiste numa maior tolerância da 

planta à desidratação de seus tecidos ao déficit hídrico, está relacionada a 

bases fisiológicas, bioquímicas e moleculares, assim como às propriedades 

das membranas celulares e às suas atividades enzimáticas. Essa adaptação 

credencia a planta a suportar determinados níveis de estresse sem sofrer uma 

desorganização celular. 

Turner et aI. (1986 a e b) caracterizaram a resistência à seca através de 

três mecanismos adaptativos. O primeiro trata-se da fuga ou escape. Nesse 

grupo estariam incluídas as plantas que evitam a desidratação dos tecidos, 

reduzindo o seu ciclo de vida, mesmo alterando o ciclo fenológico, passando 
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assim ao estádio reprodutivo com mínima desenvolvimento vegetativo. O 

segundo mecanismo envolve o adiamento ou retardamento da desidratação, 

através da manutenção da turgescência dos tecidos, alterando a morfologia ou 

a fisiologia da planta, como o aumento da densidade e da profundidade do 

sistema radicular e aumento da condutância das raízes. 

Tais mecanismos resultam no aumento da absorção de água. Também 

podem diminuir a perda de água através da queda das folhas e redução das 

áreas foliar, aumento da resistência culticular e estomatal, redução da radiação 

solar absorvida e ajustamento osmótico. A manutenção do volume celular é 

também possível, através de modificações da parede celular. O terceiro 

mecanismo refere-se ã tolerância a desidratação, ou seja, a tolerância 

protoplasmática em que a planta consegue viver com um mínimo de água em 

seus tecidos. O limite máximo de adaptação das plantas a esse mecanismo 

situa-se por volta de 70% de água nos tecidos vegetais, segundo a literatura. 

Mohr e Schopfer (1995) mencionam a existência de três estratégias de 

adaptação: tolerância voltada para o fator estresse, defesa contra o fator 

estresse por mecanismos protetores adequados e reversão dos efeitos do 

estresse por restauração do dano que tenha ocorrido. Portanto, os mecanismos 

de adaptação fisiológica ao estresse são essencialmente resultantes da 

combinação de diferentes fatores, como por exemplo, a regulação da perda 

hídrica pelo aparato estomático, o ajustamento osmótico e a resistência do 

protoplasma (PINHO, 1992). 
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3 - Tolerância protoplasmática 

O estresse hidrico afeta praticamente todos os aspectos do crescimento 

da planta, modificando a sua anatomia, morfologia, fisiologia e a bioquímica 

(KRAMER, 1969). 

Dentre os mecanismos de tolerância à seca a baixos níveis de potencial 

hidrico, destacam-se a manutenção da turgescência e a tolerância à 

dessecação. No primeiro caso, a planta apesar de apresentar baixos níveis de 

Vw, mantém a turgescência, através do ajustamento osmótico, ou do aumento 

da elasticidade da parede celular (TURNER, 1979). Na tolerância 

protoplasmática à dessecação, as plantas são submetidas a baixos valores de 

y1w, acompanhados de dessecação e perda de turgescência. A tolerância do 

protoplasma à dessecação, varia segundo a aptidão das células pára resistir 

aos danos mecânicos, à capacidade das membranas resistir à degradação e à 

capacidade da membrana celular de resistir a desnaturação (GAFF, 1980). 

(TURNER, 1979), avaliando as respostas fisiológicas à seca em Lolium 

Perenne L., observou que durante a seca, os seus Ivw  e tp9, diminuíram, 

enquanto que qfp  e E (elasticidade) aumentaram significativamente. 

Entre os metabólitos celulares afetados pela deficiência hídrica, a glicose 

e a sacarose se encontram entre os principias açúcares solúveis que se 

acumulam em condições de deficiência hídrica (ACKERSON, 1985). 

Nogueira et a1. (2001), relata que em folhas de feijoeiro cultivado em 

condições de estresse, ocorre um aumento nos níveis de prolina, e esse, 

aumento em situação de estresse possui um efeito osmoregulador. O acúmulo 

da prolina ocorre em função do aumento da hidrólise de proteínas em situações 
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de estresse ou como resultado da conversão de açúcares na via do glutamato. 

Resultado que demonstra uma maior adaptação ao estresse. 

Mais recentemente, alguns estudos têm evidenciado a síntese de 

proteínas especificas do estresse hídrico. Essas proteínas foram denominadas 

de osmotinas. Merece menção, o fato de que o ácido abcísico (ABA) além de 

ser conhecido por induzir o ajustamento osmótico nas células, também induz a 

síntese de osmotinas. No entanto, a sua acumulação é dependente da 

dimensão do estresse hídrico e do ajuste da célula para o estresse Nogueira et 

al. (2001). 

O estresse hídrico pode provocar modificações nos lipídios e na 

composição de ácidos graxos nas células de plantas (CHETAL et al., 1982). A 

manutenção da estrutura das membranas é de primordial importância para 

assegurar a autonomia e o correto funcionamento de várias organelas celulares 

(CHETAL et al., 1980). 

4 - Resistência das Membranas Celulares 

Uma redução no conteúdo hídrico celular pode induzir modificações na 

permeabilidade e fluidez das membranas celulares devido à desnaturação da 

bicamada de lipídios, presentes nas membranas. Essa injúria pode ser 

estimada através de testes de perdas de eletrólitos (PHAM THI et al., 1990). Os 

autores acrescentam que os danos sofridos, ao nível de membranas, podem 

ser estimados através de perdas de eletrólitos, onde o aumento do fluxo de 
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ions ocorre em conseqüência de uma maior permeabilidade das membranas 

celulares aos diferentes íons e moléculas. 

O teste de tolerância à seca é baseado na medida de condutividade 

elétrica, de uma solução contendo discos foliares previamente estressados, 

pela deficiência hídrica do solo, expostos a ação de polietileno glicol (PEG). 

Igualmente, o teste de tolerância ao calor, baseia-se na ação de discos foliares 

ao calor (BLUM e EBERCOM, 1981). 

Zuily-Fodil et al. (1987) afirmam que o déficit hídrico do solo, em 

Phaseolus e Vigna, induziu um aumento ao nível celular, da liberação de 

eletrólitos e Pi, em discos foliares tratados com PEG. Esses autores ainda 

mencionam que testes baseados na cinética de liberação de eletrólitos e Pi 

apresentam boa sensibilidade para discriminar cultivares, permitindo classificá- 

las de acordo com a tolerância ou resistência protoplasmática. Os cultivares 

mais sensivèis apresentam maior taxa de injúria e consequentemente maior 

perda passiva de eletrólitos. 

Zuily-Fodil et al. (1987) também baseados em teste de perda de 

eletrólitos, obtiveram a seguinte seqüência para resistência de membrana 

celular em espécies vegetais submetidos ao déficit hídrico: Phaseolus Vulgares 

cv. Carioquinha, sensivel; Phaseolus Vulgares cv. IPA, Vigna Unguiculata cv 

IT-83D, moderadamente tolerante e Vigna Unguiculata cv EPACE 1 tolerante. 

Monteiro de Paula et al. (1990), avaliando a ação do déficit hídrico do 

solo em cultivares de feijão-de-corda, quantificou a percentagem de danos,em 

discos foliares de plantas previamente desidratadas, em solução contendo 

apenas água destilada. O autor observou, que a cultivar IT-83D, classificada 

como sensível, quando submetida a um Iv, de —2,0 MPa, liberou três vezes 
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mais eletrólitos do que a Epace 1, tida como resistente, isso atesta que o 

sistema de membrana dessa cultivar é mais resistente, apresentando maior 

integridade. Por sua vez, Pinho (1992) mediu a fuga de eletrólitos em discos 

foliares de duas cultivares de sorgo e duas cultivares de milheto usando uma 

solução de PEG 600 (i.p de —2,5 MPa), observou que as cultivares de milheto, 

em reposta ao déficit hídrico do solo, apresentou um ligeiro aumento da 

tolerância protoplasmática. Esse aumento chegou a até 20% e 30% nos 

cultivares M27 e M30 respectivamente, comparado aos valores do dia zero de 

estresse. No entanto, as cultivares de sorgo apresentaram uma integridade 

membranar três vezes superior as cultivares de milheto, segundo o autor. 

Segundo Costa Oliveira (2001), plantas de cajueiro-anão-precoce 

(Anacardium occidentale L.) submetidas a diferentes níveis de deficiência 

hídrica, podem conduzir a uma perda da integridade das membranas celulares. 

Observou-se que o efeito do estresse hídrico sobre a permeabilidade celular 

das folhas de cajueiro aumentou a permeabilidade em resposta a uma maior 

difusão passiva, aumentada, possivelmente, devido à destruição dos lipídeos 

estruturais dessas membranas. Os resultados mostraram uma tendência mais 

acentuada de perda de eletrólitos para plantas do tratamento estressado, ou 

seja, o estresse hídrico deixou-as mais susceptíveis à perda de integridade das 

membranas celulares. 

Blum e Ebercom (1981) avaliaram a tolerância à seca e à temperatura 

em trigo (Triticum aestivum L.) medindo a estabilidade da membrana celular 

através de testes e perdas de eletrólitos, em solução contendo PEG 6000. 

Evidenciaram que quando as plantas foram amostradas durante o período de 
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estresse hidrico, elas foram mais tolerantes à seca que as plantas bem 

irrigadas, indicando ajustamento e estabilidade da membrana celular. 

ã - Ajustamento osmótico 

O ajustamento osmótico parece ser um importante mecanismo 

fisiológico de adaptação à seca, pois permite a manutenção dos processos 

produtivos sob condições limitadas de água. Esse mecanismo permite o 

estabelecimento de um gradiente de potencial % necessário para assegurar, 

um fluxo de água entre o solo e a planta, de maneira a manter o status hidrico 

e a turgescência celular durante o período de estresse hidrico. 

O ajustamento osmótico diferencia-se da redução do potencial osmótico 

(Po) sob o efeito da desidratação celular. Nesse caso, o aumento da 

concentração de solutos é conseqüência da redução do volume de solvente e 

conseqüência da redução do volume celular. Contrariamente, o ajustamento 

osmótico, por manter o gradiente de potencial hídrico, resulta num ganho 

liquido de solutos osmoticamente ativos, sem diminuir o potencial de 

turgescência. O ajustamento osmótico é medido através da estimativa do 

potencial osmótico a um dado potencial hídrico (MARUR, 1999; TAIZ e 

ZEIGER, 1992) 

Em termos genéticos, o ajustamento osmótico pode estar sob o controle 

de um simples gene, ser altamente herdável e ainda facilmente incorporados 

em programas de melhoramento (LIMA FILHO, 2001). No entanto, esse 
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fenômeno é afetado por vários fatores como: velocidade de imposição doe 

estresse; diferença entre espécies e condições ambientais. 

Ressalta-se que embora o ajustamento osmótico possa garantir a 

turgescência foliar, as funções metabólicas podem ser reduzidas com resultado 

de alterações da composição do teor de ions no interior da célula. 

O ajustamento osmótico quando ocorre permite a manutenção do 

alongamento celular, abertura estomática, fotossintese, sobrevivência à 

desidratação e a exploração de um maior volume de solo. Contudo, pode 

causar limitações como: não manter completamente os processo fisiológicos 

reduzir o crescimento, ser transitório e reversível, finito e limitado (LIMA FILHO, 

2001; TURNER e JONES, 1980) 

Segundo a literatura em algumas ocasiões mesmo ocorrendo 

ajustamento osmótico, o crescimento pode ser inibido. Atribui-se essa redução 

ao efeito tóxico dos sais responsáveis pelo abaixamento do potencial osmótico, 

utilizando carboidratos para o ajustamento e não para o crescimento e redução 

da permeabilidade da raiz. O ácido abcísico ABA além de participar ativamente 

do fechamento estomático é conhecido por induzir o ajustamento osmótico 

(DAIER, 1994). 

Turner et a/. (1978) relataram sobre a dinâmica natural do ajustamento 

asmático em sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) e girassol (Helliantuhus 

annus L.) evidenciaram que no potencial hídrico foliar mínimo a diminuição 

ocorre na taxa de aproximadamente 0,15 MPa por dia. As folhas ajustaram 

osmoticamente a uma taxa de 0,1Mpa por dia em ambas as espécies. Com  o 

alívio do estresse o acúmulo de solutos aparentemente desapareceu. Os 

autores ainda mencionam que nas duas espécies não foram encontradas 
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evidências de persistência de ajustamento asmático por longo período. O 

desenvolvimento lento do déficit hídrico possibilitou o ajustamento osmático, 

em dois cultivares de sorgo, acompanhado de um aumento do potencial de 

pressão (TURNER e JONES, 1978). A turgescência celular tem sido 

considerada como o maior fator que influencia o crescimento das plantas 

durante o déficit hídrico (HISAO,1973). 

O ajustamento osmático foliar tem sido observa do em diversa cultivares, 

incluindo o algodão (ACKESON, 1980), trigo (KUANG et ai, 1987), sorgo 

(JONES e TURNER, 1978), lupim (KUANG et al., 1987), girassol (TURNER et 

al., 1978), Cevada (MATSUDA e RIAZI, 1981), feijão Phaseulus, pimentão, 

tomate (WULLSCHLEGER e OOSTERHUIS, 1991). Ao nível do sistema 

radicular esse mecanismo também tem sido observado algodão (OOTERHUIS 

e WULLSCHLEGER, 1987), feijão Phaseulus, okra, ervilha, tomate 

(OOSTERHUIS e WULLSCHLEGER, 1991). Esses autores mencionam que o 

ajustamento osmótico foliar não foi associado com a manutenção do 

crescimento foliar seguido de estresse hídrico, ainda que o feijão e o pimentão 

tenham sido capaz de se ajustar osmoticamente, o comportamento foi igual ao 

do espinafre, o qual não exibiu ajustamento asmático foliar. As leguminosas 

cultivadas, de uma forma, geral não possuem o ajustamento asmático e a 

manutenção do status hídrico se faz principalmente pelo controle da abertura 

estomática e eficiência de absorção de água pelo sistema radicular. Além do 

mais, espécies ou cultivares em que a fotossíntese é tão sensível à deficiência 

hídrica quanto à expansão foliar são pouco prováveis de se ajustar 

osmoticamente, a não ser que ocorra hidrólise de reservas. 
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As plantas variam na magnitude de e (módulo de elasticidade) em 

resposta ao déficit hidrico. Células com parede celular rígida P(alto), perde o 

turgor rapidamente, com a saída de água, esse mecanismo, pode ser 

importante para o fechamento estomático ou enrolamento e fechamento foliar 

(CHAVES FILHO e STACCIARINI, 2001). 

6 - Alterações nos níveis de lipídeos polares das membranas celulares 

Os lipídeos polares são constituintes essenciais das membranas 

celulares e desempenham um papel fundamental na sua estrutura e 

metabolismo, (DUMAS et al., 1999). Diferentes formas de estresses entre eles, 

o hídrico, podem modificar a composição dos lipídios membranares e 

consequentemente a compartimentação das atividades metabólicas, (DAKHMA 

et al., 1995). 

Os teores em lipídios totais, em classes lipidicas e em ácidos graxos 

podem ser modificados nas plantas em condições de déficit hídrico (KANIUGA 

et al., 1999).Vários autores observaram importantes variações nos teores de 

lipídios polares em plantas submetidas ao déficit hidrico. Alguns autores citam 

resultados onde os teores em galactolipideos diminuem em condições de seca, 

enquanto os teores em alguns fosfolipídeos são aumentados nessas mesas 

condições (MONTEIRO DE PAULA et al., 1990) 

No que diz respeito ã ação da seca sobre os lipídeos foliares, Chetal et 

al. (1980) observaram que sobre as folhas de trigo, e de cevada, ocorria um 

aumento nos teores de fosfolipídeos, principalmente em fosfatidilcolina e 
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fosfatidilinositol, nas variedades resistentes. Este fato pode ser interpretado 

como uma conseqüência do aumento da síntese de membranas celulares. Nas 

plantas sensíveis à seca, tanto para o trigo como para a cevada, foi observada 

uma importante redução nos teores de fosfatidilglicerol, e consequentemente 

uma redução na atividade fotossintética. Somente lipídios extraplastidiais, tais 

como a fosfatidilcolina e fosfatidilinositol aumentam em condição de deficiência 

hídrica (STEVANOVIC et al., 1992). 

As membranas de folhas verdes se caracterizam por possuírem um alto 

teor em galactolipideos, contrariamente às membranas de células animais e 

células de tecidos vegetais não clorofilados. 

Uma importante redução dos teores em galactolipídeos dos cloroplastos 

em trigo e cevada foi observada por Chetal et al. (1981), sendo esta diminuição 

observada principalmente ao nível de monogalactosil diacilglicerol (MGDG) e 

digalactosil diacilglicerol (DGDG), e de uma forma mais importante em plantas 

sensíveis à seca. 

Hubac et ai. (1989), trabalhando com Lupinus albus e Wilson et a1. 

(1987) trabalhando com Gossypium hirsutum, observaram reduções 

consideráveis nos teores de MGDG em resposta à ação do déficit hídrico. A 

redução nos teores de MGDG foram também acompanhadas de um aumento 

nos teores em ácidos graxos livres. 

Alterações na composição em lipídios e em ácidos graxos das 

membranas dos cloroplastos pode afetar suas propriedades físico-químicas, e 

consequentemente a atividade fotossintética em plantas submetidas a 

deficiência hídrica. Plantas de trigo submetidas ao déficit hídrico, apresentaram 

um comportamento diferente entre a variedade sensível e a variedade 
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resistente á seca (PRABHA et ai., 1985). Cloroplastos intactos de plantas 

resistentes tiveram seus teores em fosfatidilcolina e fosfatidil inositol 

aumentados. Enquanto as plantas sensíveis tiveram seus teores em 

fosfatidilcolina e fosfatidilglicerol diminuídos. 

Costa Oliveira (2001), relatou que o estresse hídrico induziu 

modificações ao nível dos lipideos de membranas em folhas de cajueiro-anão-

precoce (Anacardium occidentale L.) submetidas a diferentes tratamentos de 

deficiência hídrica. Os teores de galactolipídeos (MGDG e DGDG) foram 

reduzidos nos tratamento mais severos de deficiência hídrica, enquanto os 

teores de fosfolipídeos, como por exemplo, a fosfatidilcolina, não sofreram 

grandes alterações. Os teores de galactolipídeos diminuídos induzem 

diretamente alterações no equilíbrio da relação ácido graxos 

insaturados/saturados, e conseqüentemente alterações na fluidez das 

membranas celulares. 

O conjunto de fenômenos degradativos que ocorrem ao nível de lipídios 

de membranas colaboram para desestruturar também as membranas dos 

tilacõides (VIEIRA DA SILVA, 1976; PHAM THI et a/.,1990) O grau de 

insaturação é diminuído em função do estresse hídrico aplicado, devido a uma 

redução nos teores dos ácidos Iinoléico e linolênico. 

Os lipideos de reserva, que são representados pelos triacilgliceróis 

(TAG), diacilgliceróis (DAG) e monoacilgliceróis (MAG), podem também ser 

afetados pela deficiência hídrica. O déficit hídrico provoca um aumento da 

massa e da porcentagem de TAG e de DAG, fenômeno observado por Navari 

et a/. (1990) com algodoeiro e por Martin et al. (1986) com soja. Estes autores 

observaram também um aumento nos teores de ácido linolênico em TAG tit 
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DAG. Segundo Wilson et al. (1987) o acúmulo de TAG pode ser considerado 

como um desvio do processo metabólico em direção da síntese de lipídios de 

reserva. 

A intensidade do déficit hídrico e a resistência ã seca nas plantas podem 

desempenhar um papel importante no comportamento dos diferentes lipídeos 

de membrana. Pham Thi (1984) observou que um nível moderado de seca 

pode induzir um aumento nos teores de galactolipideos e de fosfolipideos das 

membranas foliares. Porém os teores dessas mesmas categorias lipídicas 

podem diminuir em função do aumento da intensidade do déficit hídrico 

aplicado. 

7 - Alterações das membranas celulares em resposta as modificações nos 

teores dos Ácidos Graxos 

A partir de estudos com Raio X e de micoscopia de polarização, Norberg 

et al. (1990), mostraram que os lipidios provenientes de plantas submetidas á 

seca, possuem um comportamento de fases polimórficas diferente dos lipídios 

de plantas bem hidratadas. As plantas de Brassica napus cultivadas em 

excesso de água apresentam os lipídios em fase cúbica, diferente dos lipidios 

de plantas submetidas a deficiência hídrica possuem uma configuração não-

lamelar. A fase não lamelar seria prejudicial para as membranas celulares e na 

descompartimentação das reações enzimáticas celulares. 

Diferentes processos degradativos podem, portanto, ser responsáveis 

por importantes modificações nos lipidios das membranas celulares. Estas 
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modificações podem estar associadas a uma diminuição do teor em lipídios 

totais, a uma redução no teor de insaturação e a modificações na inter-relação 

das diferentes classes lipidicas como também na relação esteróis/lipídios 

polares. 

Uma diminuição da fluidez das membranas celulares, durante a 

senescência, pode ser atribuida a um aumento da relação 

esteróis/fosfolipídeos (DUXBURY et al., 1991). Este fenômeno é acompanhado 

de modificações na conformação das proteínas nas membranas celulares 

devido à formação de agregados de proteínas, provocados pelas altas 

concentrações de esteróis livres nas membranas celulares. Costa Oliveira 

(2001) encontrou que o índice de insaturação foi severamente reduzido em 

plantas de caju anão precoce (Anacardium occidentale L.) em condições de 

seca severa. O autor sugeriu que a diminuição do indicie de insaturação teria 

como conseqüência perda de fluidez das membranas celulares. 

A diminuição dos teores em lipídeos polares é um fenômeno 

característico da destruição das membranas celulares. Esta diminuição pode 

ser atribuida tanto a uma redução na velocidade dos processos biossintéticos, 

como a um aumento nos processos degradativos (MONTEIRO de PAULA et 

al., 1993) 

A degradação preferencial dos galactolipídeos em relação aos 

fosfolipidios pode ter importante papel na diminuição do grau de insaturação 

durante processos degradativos. A degradação dos galactolipideos dos 

cloroplastos de plantas submetidas à deficiência hídrica ocorre de forma 

paralela a degradação da clorofila e a destruição dos tilacóides (D"ARCY 

LAMETA et al., 1996). Os principais fosfolipidios das membranas são também 
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degradados paralelamente ao aumento da perda de eletrólitos intracelulares 

(HARWOOD, 1982; DAKMA et al., 1995) 

Aumentos nos teores de ácidos graxos saturados e reduções nos teores 

de ácidos graxos insaturados induzem modificações estruturais nas 

membranas celulares. Membranas celulares que possuam um índice de 

insaturação (relação entre ácidos graxos saturados e ácidos graxos 

insaturados) alterado em função de estresses ambientais, como o estresse 

hídrico, terão como conseqüência modificações tanto na permeabilidade 

seletiva como na compartimentação das reações enzimáticas. O índice de 

insaturação, de acordo com Pham Thi et al. (1985) pode ser calculado a partir 

da porcentagem dos ácidos graxos insaturados em relação ao total de ácidos 

graxos presentes em um extrato lipofílico, após cromatografia gasosa. 

8 - Peroxidação dos Lipídeos Membranares e mecanismos de formação 

de radicais livres 

A formação de radicais peróxidos é um processo complexo que pode 

ocorrer tanto em células animais como em células vegetais. Este fenômeno 

consiste na formação e propagação de radicais livres oxigenados e pode 

culminar com a degradação dos lipídios de membranas e conseqüente 

desestruturação das membranas celulares. Os radicas livres são produtos 

resultantes de reações de óxido-redução e podem ser formados de duas 

maneiras diferentes: através de reações químicas provocadas pelo oxigênio 

molecular ou por reações enzimáticas catalisadas por lipoxigenases. 
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Compreendendo as etapas da formação de 02 podemos verificar que 

os radicais livres são formados em um cenário de reações de óxido-redução, 

isto é, ou cedem o elétron solitário, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-

se. Portanto, os radicais livres ou provocam ou resultam dessas reações de 

óxido-redução. (FERREIRA, 1997). 

De acordo com SCHANAIDER (2003), radical livre não é o termo ideal 

para designar os agentes reativos patogênicos, pois alguns deles não 

apresentam elétrons desemparelhados em sua última camada. Como em sua 

maioria são derivados do metabolismo do 02, isto é são, "espécies reativas do 

metabolismo do oxigênio" (ERMO), e são encontradas em todos os sistemas 

biológicos. Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o 02  

sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na 

formação de H2O. Durante esse processo são formados intermediários 

reativos, como os radicais superóxido (021, hidroperoxila (HO2 ), hidroxila 

(OH), e o peróxido de hidrogênio (H2O2). 

Espécies reativas de oxigênio (ROS), tais como H2O2  e o ânion 

superóxido, são metabólitos comuns no metabolismo celular que envolve 

transferência de elétrons, como ocorre na mitocôndria, nos cloroplastos e nas 

reações de formação da parede celular. Mckersie (1996) relata que o peróxido 

de hidrogênio é notável devido a sua permeabilidade entre as membranas, por 

isso mesmo não consegue ser compartimentalizado pela célula. A conhecida 

reatividade do peróxido de hidrogênio requer também a presença de um metal 

redutor para formar um radical hidroxila altamente reativo que é um forte 

agente oxidante que reage com moléculas orgânicas. Em Fenton (1894, 1899) 
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e Haber e Weiss (1934) temos resultados pioneiros na descrição do potencial 

do peróxido de hidrogênio misturados a sais ferrosos. 

Segundo Bray et al. (2000) radicais superóxidos (02'-, O2H' e O2H') são 

eliminados pela superóxido dismutase numa reação que produz peróxido de 

hidrogênio (H2O2). 0 peróxido de hidrogênio é convertido em oxigênio e água 

por ação da catalase ou apenas em água, através da oxidação do ascorbato, 

pela enzima ascorbato peroxidase. O ascorbato pode ser regenerado por dois 

diferentes mecanismos, em um deles, a redução enzimática do 

monodesidroascorbato, ocorre por ação da enzima monodesidroascorbato 

redutase. Alternativamente, monodesidroascorbato pode ser espontaneamente 

reconvertido em ascorbato, ou modificado para desidroascorbato, pode reagir 

com glutationa reduzida (GSH) para produzir ascorbato e glutationa oxidada 

(GSSG), em uma reação catalizada por desidroascorbato redutase. GSSG é 

reduzida pela glutationa redutase, em reação que requer consumo de NADPH. 

Os danos causados pelo oxigênio singlet e íons hidroxila podem ser 

também diminuídos pela ação de antioxidantes não enzimáticos, tais como 

vitamina E e carotenóides que são eliminados via glutationa 

.A primeira enzima desse sistema é a superoxidodismutase (SOD) e a 

última é a glutationa redutase. Outra importante enzima do sistema de 

destoxificação é a Ascorbato peroxidase (APX), que utiliza a força redutora do 

ascorbato para eliminar o H2O2, potencialmente nocivo. 

Embora glutationa peroxidase (GPX) seja considerada como uma das 

enzimas chaves envolvidas na remoção de oxi-radicais em animais, esta só 

recentemente foi detectada em plantas. Nos mamíferos, GPX é a principal 

responsável pela eliminação do H2O2. Nas plantas, este papel é desenvolvido 
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principalmente pela APX, a qual existe sob várias isoformas, tanto no citossol 

como em várias organelas, tais como cloroplastos e glioxissomos (ASADA, 

1994). Tendo em vista que GPX tem uma atividade muito menor que a APX, 

ela não competiria pelo H202, mas teria outras funções nas células, como por 

exemplo, regenerar o ascorbato, assim como também os antioxidantes 

aceptores de radicais livres que não são eliminados pelas vias enzimáticas 

anteriormente descritas Aumento no RNAm ou proteína correspondente ao 

GPX foi observado em condições de estresses ambientais (CRIQUI et al., 

1992), levando a crer que existe uma requisição maior desta enzima em caso 

de estresses. 

Segundo Sreenivasulu et al. (1999), o aumento da produção de ROS é 

responsável pela peroxidação de membranas lipidicas e o grau de dano 

peroxidativo é controlado por um sistema enzimático antioxidativo composto 

por peroxidases. O aumento na atividade total peroxidásica, em meio de 

células adaptadas ao estresse, refletiu nas modificações das propriedades 

mecânicas da parede celular e integridade de membranas em condições de 

alto teor de NaCI. Os autores ainda relatam sobre a resistência do fumo à 

doença que assinala a função de uma isoperoxidase na catalase das ligações 

cruzadas entre extensinas de parede celular. 

A atividade das peroxidases é freqüentemente aumentada em resposta 

aos estresses, sendo a proteção celular contra reações oxidativas uma das 

principais funções da enzima (CAKMAK e HORST, 1991). 
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9 - Efeitos dos radicais livres no metabolismo vegetal 

0 estresse oxidativo é considerado um componente comum do estresse 

biótico e abiótico nas plantas (1NINICOV, 1998). Elétrons originados das 

cadeias transportadoras de elétrons das mitocôndrias e cloroplastos podem 

reagir com 02  durante o metabolismo aeróbico normal produzindo espécies de 

oxigênio reativas, como superóxido (02), peróxido de hidrogênio (H202), estas 

formas ativas de oxigênio são citotóxicas 	podendo comprometer o 

metabolismo normal pela oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucléicos 

(FRIDOVICH, 1986). Devido às altas concentrações internas de 02  durante o 

processo fotossintético, os cloroplastos são especialmente propensos a gerar 

espécies de oxigênio ativado. Uma vez produzido o 02 é rapidamente 

convertido, enzimaticamente, através da superáxido Dismutase (SOD) ou não 

enzimaticamente, à H2O2  + 02  o que pode causar danos no metabolismo 

celular já que H202  é um poderoso inibidor do Ciclo de Calvin, pela oxidação de 

seus componentes (KAISER,1976). Em diferentes níveis as plantas possuem 

vários antioxidantes para a proteção do seu metabolismo contra essas 

espécies de oxigênio ativas. A catalase e uma variedade de peroxidases 

catalisam a conversão do H202  a água. Embora a catalase esteja 

aparentemente ausente no cloroplasto, esta conversão é feita em uma reação 

catalisada, freqüentemente, por uma peroxidase ascorbato-específica presente 

em elevados níveis nesta organela (CHEN e ASADA ,1989). 

Várias modificações ao nível de lipídios de membranas podem ser 

induzidas in vitro em sistemas geradores de radicais livres, como a xantina-

xantina-oxidase. Senaratna et al. (1987) trabalhando com soja, encontraram 
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que o teor em fosfolipidios diminuiu, seguido de um aumento no teor em ácidos 

graxos livres, induzidos pela peroxidação. Foi também observado um aumento 

da viscosidade nas membranas celulares, em resposta a uma diminuição no 

teor em ácidos graxos poliinsaturados. Este aumento na viscosidade 

membranar torna as membranas celulares mais rígidas, levando 

posteriormente a uma descompartimentação celular (ZWIAZEK e BLAKE, 

1990). 

Mukherjee e Choudhuri (1981) observaram a presença de vários 

fenômenos bioquímicos quando plantas de Vigna unguiculata são submetidas a 

carência hídrica. Os teores em AIA oxidase, ascorbato-oxidase, glicolato-

oxidase e de peroxidase são aumentados durante o déficit hídrico, seguido de 

um aumento na permeabilidade das membranas celulares. Estes fatos 

conduzem a uma redução nos teores de clorofila e de proteína, acelerando a 

ocorrência da senenescência nestes tecidos. 

As taxas de produção de 02 aumentam com a idade do tecido, e a 

produção de malondialdeido (MDA), pode mesmo aumentar antes dos 

sintomas da senescência ficarem evidentes. Um aumento na produção de MDA 

durante a peroxidação dos lipídios pode refletir um acúmulo de radicais 

peróxidos na célula. A catalase diminui mais que a SOD durante a 

senescência, e o desaparecimento dessas duas enzimas poderia levar a 

formação de 02, H2O2  e de OH-, que teriam um papel importante na 

degradação dos lipídios de membranas celulares. Quando os teores de 

catalase e de SOD diminuem em um tecido, este tecido perde sua capacidade 

de proteção contra a produção e acúmulo de radicais livres, em outra 
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palavras, as células não estariam mais habilitadas a eliminarem estas 

moléculas tóxicas. 

Quando plantas são sujeitas a estresses ambientais, o balanço entre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a atividade de 

antioxidantes é modificado, resultando freqüentemente em danos oxidativos 

(ASADA, 1994; KRAUSE, 1994). Espécies reativas de oxigênio (ROS) são 

tóxicas para as células das plantas, e mecanismos protetores antioxidantes 

para prevenir danos celulares podem ser ativados (BOWLER et al., 1992). Um 

dos grandes paradoxos da realização da vida reside no fato de que a molécula 

que sustenta a bioquímica dos seres aeróbios, o oxigênio, não apenas é 

fundamentalmente essencial para o metabolismo energético e a respiração, 

mas também é causa de muitas doenças e condições degenerativas (MARX, 

1985; SCANDALIOS, 1993). Essas formas de oxigênio são responsáveis por 

disfunções em humanos e também em plantas cultivadas induzidas por 

estresse (MAXWELL et al., 1999). São recentes os estudos de detecção e 

monitoramento de moléculas de oxigênio, seja pela grande variedade de 

formas e intermediários que o oxigênio pode assumir, seja também pela 

elevada taxa de reatividade química envolvida nas reações. Como 

consequência freqüentemente adota-se, a título experimental, o 

acompanhamento de sinalizadores moleculares de reações oxigenadas a fim 

de determinar a relação causa /efeito nas respostas ao estresse (MCKERSIE, 

1996). 

A redução do oxigênio à forma de superóxido, peróxido de hidrogênio e 

radicais hidroxila é o mecanismo principal de ativação de oxigênio na maioria 

dos sistemas biológicos. Contudo, em plantas fotossintéticas, a formação de 



30 

oxigênio ativo pelos fotossistemas têm importância fundamental. O oxigênio 

ativado é freqüentemente produzido como um componente de um metabolismo 

que permite reações químicas complexas, tais como a oxidação dos 

xenobióticos ou a polimerização da lignina (SCANDALIOS, 1993; PEIXOTO, 

1998; DIONÍSIO-SESE e TOBITA, 1998; DATTA e MUTHUKRISHNAN, 1999). 

No entanto, em outras situações, o oxigênio ativado é produzido por meio de 

distúrbios enzimáticos ou em sistemas de transportes de elétrons, como 

resultado de perturbações no metabolismo causado por estresse químico ou 

ambiental (ZHU, 2001). Diferentes tipos de estresse podem direto ou 

indiretamente aumentar a formação de espécies reativas de oxigênio e podem 

também causar mudanças no conteúdo de antioxidantes celular. Diminuição da 

proteção ocasiona peroxidação dos lipídios e aumento das ROS. Um aumento 

na formação desses radicais é altamente nocivo à célula devido à alta 

reatividade desses compostos com macromoléculas celulares, como proteínas, 

lipídios e DNA. Mas as células apresentam sistemas de defesas que podem ser 

enzimáticos e não enzimáticos. O sistema não enzimático corresponde à 

presença na célula de substância antioxidantes como o ácido ascórbico, 

tocoferol, glutationa reduzida e carotenóides. O sistema enzimático, como o 

próprio nome indica, é constituído por um grupo de enzimas que atuam em 

cadeia. 

9.1. Superóxido Dismutase (Dismutases de Superóxidos) 

A superóxido dismutase (SOD) é uma enzima presente em todas as 

células aeróbicas e desempenham um papel muito importante nos organismos 
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que vivem em presença de oxigênio. A superóxido dismutase foi isolada em 

sangue bovino em uma proteína com cobre, a qual possui função conhecida de 

acumular íons cúpricos. Há muito tempo a enzima tem sido referida como 

eritrocupreina, oxidades indofenol e oxidase tetrazólio. A enzima é ambígua, 

exercendo distribuição entre o consumo de 02 no organismo, aerotolerância a 

anaerobiose, e alguns anaeróbios obrigatórios (FRIDOVIC, 1986). 

Todas as superóxido dismutase, independente da origem, são 

metaloproteinas multiméricas que são muito eficientes na reação do radical 

superóxido. O Cu/ZnSODs, MnSODs e FeSODs de procariontes, são 

diméricos, embora o MnSODs mitocondrial e certas bactérias termofílicas são 

tetraméricas. 

A catalise da SODs é uma reação desproporcional de muito pouca 

difusão. Para realizar essa reação o mecanismo empregado alterna redução e 

oxidação, associado ao respectivo metal com a enzima. Três diferentes tipos 

de SODs , baseados no íon metal e seus sítios ativos, tem sido observado em 

larga escala nos organismos examinados (SCANDALIOS, 1993). 

O papel biológico significante das SODs, como proteção enzimática 

contra a toxidez do 02  é sugerido em inúmeros estudos com procariontes e 

eucariontes inferiores e superiores, incluindo plantas superiores (FRIDOVICH, 

1986; HASSAN e SCANDALIOS 1990; BOWLER et al., 1992). 

Várias isozimas da SOD foram detectadas em tecidos vegetais. Droillard 

e Paulin (1990) encontraram em peroxisomos e mitocôndrias de Dianthus 

catyophyllus duas isozimas de SOD, uma contendo ferro e outra manganês. A 

atividades dessas duas enzimas diminuem durante estresses ambientais e na 

senescência nas mitocôndrias, mas aumenta nos peroxisomos. A presença da 
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Fe-SOD nas mitocõndrias e peroxisomos é um fato incomum, uma vez que 

elas estão normalmente presentes nos cloroplastos. Este fato sugere um papel 

muito especial dos peroxisomos durante a senescência ern tecidos vegetais, 

senescência esta, induzida por estresses ambientais, entre os quais, a 

deficiência hídrica. WANG (1989) acompanharam a taxa de produção de 02 e 

o sistema enzimático de destruição dessas moléculas durante a senescência. 

A atividade da SOD, catalase (CAT) e das peroxidases (PDX) pode 

também ser aumentada em condições de déficit hidrico, e este aumento pode 

também ser acompanhado de diminuições na atividade da RuBPcase, 

PEPcase e do teor em proteínas (BAFIANI, et al., 1990). Estes autores 

sugeriram que o aumento nas atividades da SOD, catalase e peroxidase 

podem se constituir em uma defesa a formação de radicais livres causadas 

pela deficiência hídrica. 

9.2. Catalase 

A catalase é uma enzima contendo um grupamento heme em sua 

estrutura que catalisa a dismutação do peróxido de hidrogênio em água e 

oxigênio (ZÁMOCKY et al., 2001). A enzima é encontrada em todos os 

eucariotos aeróbicos e é muito importante na remoção do peróxido de 

hidrogênio produzido nos peroxissomos e glioxissomos pelas oxidases 

envolvidas na R-oxidação de ácidos graxos, nas reações do glioxilato 

(fotorespiração) e no catabolismo das purinas (BREUSEGEM et al., 2001). A 

catalase foi uma das primeiras enzimas a ser isolada em seu estado altamente 

purificado. Todas as formas de catalase são tetraméricas com massas 
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moleculares que podem exceder 220 Kda. Múltiplas formas de catalase têm 

sido descritas em muitas espécies de plantas (PEIXOTO, 1998). Em milho, 

foram encontradas três isoformas (CAT-1, CAT-2 e CAT-3) cujos genes estão 

em cromossomos separados e são expressados distintamente com regulações 

independentes (BREUSEGEM et al., 2001) e diferentes localizações: CAT-1 e 

CAT-2 localizadas nos peroxissomos e no citososol, enquanto que CAT-3 na 

mitocôndria (SCANDALIOS, 1990). Breusegem et al. (2001) sugerem, ainda, as 

catalases como as principais enzimas de remoção de H2O2  em plantas. Rout e 

Shaw (2001) sugerem que as catalases e peroxidases são enzimas 

antioxidativas presentes em plantas tolerantes à salinidade. 

A catalase é particularmente abundante nos glioxissomos de sementes 

germinando, a qual destrói o H2O2  gerado pela oxidação da flavina, e em 

peroxissomos de folhas verdes e durante o crescimento a destruição do H202  

na oxidação do glicolato fotorespiratório. (HAVIR e McHALE, 1986). 

Schoenbein (1863), citado por Figueredo et al., (2001), investigou as 

catalases e evidenciou a capacidade dos tecidos vivos em decompor o 

peróxido de hidrogênio produzindo oxigênio molecular. Estudos posteriores 

desse fenômeno levaram a uma conclusão geral de que outras enzimas 

também possuem a mesma capacidade em tecidos animais e vegetais. 

Entretanto, em, 1901, Loewen isolou a partir de folhas de fumo, uma molécula 

capaz de degradar o peróxido de hidrogênio em oxigênio molecular, sem 

possuir nenhuma outra propriedade enzimática. Esse composto foi chamado de 

catalase (MILLER, 1938 citado por MCKERSIE, 1996). 

Embora folhas verdes de Phaseolus vulgares e Lens culinaris possuam 

somente um tipo de catalase, formas multiplas de catalases de folhas são 
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encontradas em inúmeras plantas (AVILA et al, 2001). No complexo padrão 

eletroforético tem sido observado na Spinacia oleracea, que as folhas possuem 

cinco formas de catalase, e na Sinaps alta 12 formas distintas de catalase nos 

cotilédones e nas folhas. A heterogeneidade da catalase tem sido observada 

em cotilédones de folhas de Gossypium hirsutum, onde no crescimento de 

sementes no escuro contêm cinco formas de variantes eletroforéticas, todas 

localizadas no glioxissomos (HAVIR e McHALE, 1986). 

Quando os teores de catalase e de SOD diminuem em um tecido, este 

tecido perde sua capacidade de proteção contra a produção e acúmulo de 

radicais livres, em outras palavras, as células não estariam mais habilitadas a 

eliminares estas moléculas tóxicas (SCHANAIDER, 2003). 

9.3. Peroxidase de fenóis 

Os processos oxidativos podem ser evitados através da modificação das 

condições ambientais ou pela utilização de substâncias antioxidantes com a 

propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reações oxidativas 

(Allen e Hamilton, 1983). 

Os antioxidantes são capazes de inibir a oxidação de diversos 

substratos, de moléculas simples a polímeros e biossistemas complexos, por 

meio de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibição da formação de 

radicais livres que possibilitam a etapa de iniciação; o segundo abrange a 

eliminação de radicais importantes na etapa de propagação, como alcoxila e 

peroxila, através da doação de átomos de hidrogênio a estas moléculas, 

interrompendo a reação em cadeia (Namiki, 1990; Simic e Javanovic, 1994). 
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Antioxidantes fenólicos funcionam como seqüestradores de radicais e 

algumas vezes como quelantes de metais (Shahidi et al., 1992), agindo tanto 

na etapa de iniciação como na propagação do processo oxidativo. Os produtos 

intermediários, formados pela ação destes antioxidantes, são relativamente 

estáveis devido à ressonância do anel aromático apresentada por estas 

substâncias (Nawar, 1985). Os compostos fenólicos e alguns de seus 

derivados são, portanto, eficazes para prevenir a oxidação lipídica; entretanto, 

poucos são os permitidos para o uso em alimentos, devido principalmente a 

sua toxicidade (Shahidi et al., 1992). 

A peroxidase é uma enzima cuja especificidade é atuar sobre os 

peróxidos, principalmente os de hidrogênio, decompondo-os e liberando 

oxigênio (GASPAR et al., 1982). E está envolvida em muitas das reações 

metabólicas e processos fisiológicos dos tecidos vegetais. Essa enzima 

participa da síntese de lignina que é de fundamental importância no 

desenvolvimento das plantas (FLURKEY e JEN, 1978; MUSCCI, 1994). 

Embora se reconheça sua importância no metabolismo das frutíferas, 

pouco se conhece sobre seu papel no crescimento e desenvolvimento das 

plantas e nas respostas aos diferentes tipos de estresse (LAGRIMINI et al., 

1990). Os fenóis participam em grande número de processos metabólicos de 

plantas, sendo que 60% da produção em biomassa da planta são compostos 

fenólicos (ERREA, 1991), entre os quais, os fenóis monoméricos (ácido 

cinâmico) e poliméricos (tanino e lignina) (ALPI et al., 1992). 

Os fenóis desenvolvem uma ação de regulação da atividade auxinica. 

As auxinas são importantes nas primeiras fases da união agindo na 

rediferenciação vascular. Os compostos fenólicos participam da regulação 
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catabólica, agindo sobre a AIA3loxidase, enzima que degrada a auxina. Essa 

enzima, cuja atividade é controlada pelos fenóis, em particular, pelos 

monofenóis, que aumentam, enquanto os difenóis, como por exemplo, o ácido 

clorogênico, diminuem, agindo, assim, como protetores (NITSCH e NITSCH, 

1962; STENLID, 1976, KEFEI e KUTACEL, 1977; POESSEL, 1983; 

MUSACCCHI, 1994). 

9.4. Peroxidase do ascorbato (APX) 

As peroxidases são, provavelmente, mais largamente distribuídas do 

que outras enzimas, com exceção da catalase, sendo aparentemente, as mais 

estáveis das enzimas associadas com oxidação, em tecidos de plantas (Miller, 

1938 citado por McKersie, 1996). As peroxidades de planta são glicoproteínas 

que contêm um grupo Heme em sua estrutura e possuem a função básica de 

catalisar a oxidação do peróxido de hidrogênio a partir de numerosas espécies 

de substratos orgânicos e inorgânicos, tais como citocromo c, nitrito, ascorbato, 

indol-aminas e outros (ZAMOCKY, 2001). 

Segundo (KOSHIBA, 1993) as peroxidades do ascorbato tal como a 

.superóxido Dismutase, pertencem a classe das oxido-redutases, que catalisam 

a redução do peróxido de hidrogênio a água através da oxidação do ascorbato. 

Na reação; (L-ascorbato + H2O2_ dehidroascorbato + 2 H2O. 

Sreenivasulu et a1., (1999), o aumento da produção de espécies reativas 

do oxigênio são responsáveis pela peroxidação de membranas lipídicas e o 

grau de dano peroxidativo é controlado por um sistema enzimático antioxidativo 

composto por peroxidases. A atividade das peroxidases é freqüentemente 
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aumentada em resposta aos estresses, sendo a proteção celular contra 

reações oxidativas uma das principais funções da enzima (CAKMAK e HORST, 

1991). 



Hipótese 

Os ácidos poliinsaturados das membranas celulares, podem ser degradados 

em resposta à ação do estresse oxidativo induzido pela deficiência hídrica 

Estratégias 

Comparação de dois cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp, com 

diferentes graus de tolerância ou sensibilidade à deficiência hídrica 

Identificação e quantificação das diferentes categorias lipídicas em 

condições normais de hidratação e em deficiência hídrica 

Estudo da composição em ácidos graxos totais e em ácidos das 

diferentes categorias lipídicas 

Avaliação da resistência das membranas celulares através da perda de 

eletrólitos intracelulares 

Estudo dos teores de lipídeos peroxidados afim de se verificar a 

eficiência do sistema de proteção contra radicais livres pela planta 
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Ensaios de atividades das enzimas Superóxido Dismutase, Catalase, 

Peroxidase do Ascorbato e Lipoxigenase visando avaliar a eficiência do 
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sistema de destoxificacao das células e o nível de danos nos ácidos graxos dos 

lipídios membranares e conseqüente efeito na descompartimentaçâo das 

reações enzimáticas 
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Este trabalho de pesquisa compreende dois experimentos, denominados de 

Experimento I e Experimento II, que foram conduzidos em casa de vegetação do 

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular-DBBM, Centro de Ciências da 

Universidade Federal do Ceará, Campus do Pici. 

EXPERIMENTO I 

III - MATERIAL E MÉTODOS 

1. Material vegetal 

Foram utilizados quatro cultivares de feijão-de-corda (EPACE 1, EPACE 10, 

EPACE 11 e BR 10 PIAUÍ ). Esses cultivares apresentam características 

contrastantes no que diz respeito aos seus caracteres morfológicos e fisiológicos. 

No entanto, elas apresentam ciclos fenológicos semelhantes (Tabela 1). As 

sementes foram fornecidas pelo Laboratório de Sementes do Departamento de 

Fitotecnia do Centro de Ciências Agrárias da UFC. 

Tabela 1- Características botânicas e agronômicas das quatro cultivares 

avaliadas. 

Discriminação EPACE 1 EPACE 10 EPACE 11 BR 10 —PIAUÍ 
Porte Semi-ereto Sem e- 

ramador 
Sem e-ereto Sem i-ramador 

Ciclo 60-70 65-75 70-80 65-70 
Corda semente bege marrom . Mar. claro Mar. escuro 
Peso de 100 

semente(g) 
15,0 20,0 19,0 19,0 

Número de 
grãosivargem 

14 15 17 14 

Produtividade (Kglhá) 
Sequeiro 847 1000 756 607 
Condições 

favorecidas 
1405 1631 1953 

Fonte: Freire filho et al. (1997) citado por Gonçalves (1999). 
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2 - Métodos 

2.1 - Condições de Cultivo 

As plantas foram cultivadas em vasos plásticos de 6 litros de capacidade, 

com substrato composto de areia de superfície e esterco bovino curtido na 

proporção de 3/2. Os plantios foram efetuados em vasos com solo, com condição 

de umidade ao nivel da capacidade de campo, indicada pela percolação da água 

de rega. Duas plantas foram cultivadas por vaso. 

Até o inicio da imposição do estresse, as plantas foram irrigadas na 

freqüência adequada, com a mesma quantidade de água por vaso, e num volume 

variável de acordo com a demanda evapotranspiratória. O estresse hídrico foi 

iniciado em torno de 31 dias após a germinação (DAG), suspendendo a irrigação 

de um grupo de plantas (tratamentos estressados). Uma primeira coleta de 

material foliar foi efetuada quando as plantas atingirem tpw, foliar de —1,5 MPa 

(estresse moderado), caraterizado por sintomas visuais de deficiência hídrica. A 

partir deste patamar de 45w, foram realizadas duas reidratações, de 24 e 48 horas, 

com coletas de material. Uma segunda coleta de material foi efetuada quando as 

plantas do tratamento estressado apresentaram um nível mais severo de potencial 

hidrico (estresse severo). Após esta segunda coleta as plantas foram também 

reirrigadas e coletas de material efetuados após 24 e 48 horas. 
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2.2 -Avaliação do status hídrico das plantas 

o Potencial Hídrico WW  foi determinado pelo método da bomba de pressão 

de Scholander, tipo P/N da Veriflo Corp. Em Richmond, Calif. (Scholander et al., 

1965). 

Para leitura do km, foi utilizado o folíolo central, de cada folha. É medido da 

seguinte forma: a folha é cortada e introduzida imediatamente na câmara de 

pressão (para evitar as perdas de água), com a extremidade do pecíolo voltada 

para fora da câmara. A pressão é aumentada gradativamente, com o fornecimento 

de nitrogênio, até o aparecimento da primeira gota da seiva proveniente do xilema. 

O valor encontrado no manômetro corresponde a pressão necessária para liberar 

a água de dentro da folha, correspondendo assim ao potencial hídrico foliar. Os 

valores são expressos em MPa. 

2.3 - Avaliação do status da membranas 

A resistência membranar foi determinada de acordo com Ismail e Hall 

(1999). De cada amostra, foram obtidos 20 discos foliares de 10 mm de diâmetro 

que foram lavados três vezes, de 15 em 15 minutos, com água destilada, e 

incubadas no escuro em 20 m de água destilada. Durante 24 horas, a intervalos 

de duas horas, foram efetuadas medidas da condutividade elétrica da solução 

(CL), em condutivimetro. A solução contendo discos foliares foi colocada em 
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banho-maria, a 90 °C por 1 hora para determinação máxima da liberação de 

eletrólitos (CT). A partir dos valores de condutividade obtidos os seguintes 

cálculos foram efetuados: 

PIA =[1-(CL/CT)] .100 

PIR = PIAESTRESSAD01 PIAIRR1GAD0 

PD= 100-PIR 

Obs; 

Porcentagem de Integridade Absoluta (PIA): 

PIA = (1 — CLICT) x 100 

Porcentagem de Integridade Relativa (PIR): 

PIR = (PIA Estresse/PIA Controle) x 100 

Porcentagem de Danos Relativos (PDR): 

PDR=100-PIR 
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Z4 - Extração de lipídeos 

Os lipídeos presentes nas folhas foram extraídos seguindo o método de 

Bligh e Dyer (1959), a partir 4 g de tecido foliar, excluindo-se as nervuras. O tecido 

foliar foi fixado em 20 mL de água destilada fervente por 2 minutos, para desativar 

as enzimas lipofílicas. O tecido foliar fixado foi triturado um gral com 40 mL de 

metanoliclorofórmio e a água utilizada na fixação, mantendo a proporção (2:2:1) 

v/v/v. Em seguida o material foi centrifugado a 3000 x g por 15 min, para 

separação das fases lipídica e aquosa. Uma segunda extração da fase aquosa foi 

efetuada com 20 mL de clorofórmio, seguido de centrifugação, como descrito 

anteriormente. Todo o solvente orgânico, das duas extrações, foi evaporado com 

nitrogênio e os lipídeos ressuspensos em 2 mL de clorofôrmio, acondicionados em 

frascos de 4m1 e armazenados a —30°C. 0 teor total de lipídeos, foi determinado 

retirando-se uma alíquota, de 0,2 mL, colocando-se em tubo de ensaio de peso 

conhecido, mantendo-se em dissecador. Após 12 horas, foram realizadas diversas 

pesagens, até obtenção de um peso constante, por diferença do peso do tubo e o 

peso final, obteve-se o CTL. 

2.5 - Carboidratos solúveis 

Para a determinação carboidratos solúveis foi utilizado o método de Dubois 

et a1. (1956)- que consiste em retirar uma alíquota do extrato de lipídeos totais 

(cerca de 0,5 mL ) e colocar em um tubo de ensaio (tubos de Lewis-Benedict de 
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25 ml). Todo o solvente do extrato lipofilico foi evaporado com Nitrogênio gosos. 

Ao extrato de lipídios livre do solvente foi adicionado 2,0 mL de água seguido de 

agitação. Em seguida, foi adicionado 1,0 mL de fenol 5%, com agitação. 

Finalmente, foram adicionados 5 mL de H2SO4  concentrado, com agitação e 

aquecimento em banho-maria, a 90°  C, por 5 minutos. A mistura foi agitada e 

resfriada por cerca de 30 minutos. A absorbância, da coloração laranja 

desenvolvida, foi determinada à 490 nm. Quando a absorbância foi maior que 0,9, 

a mistura foi diluída com H2304  — H2O (5:3) e a leitura refeita no mesmo 

comprimento de onda. A concentração dos carboidratos solúveis foi determinada 

através de uma curva padrão efetuada com glucose. 



IV - RESULTADOS E DISCUSSÃO EXPERIMENTO I 

1 - Avaliação do status hídrico das plantas 

As plantas mantidas irrigadas apresentaram um comportamento 

semelhante, durante o período estudado (Figura 1). No entanto, o contraste das 

médias de WW  (Tabela 2) mostraram diferenças significativas para quase todas 

as cultivares, à exceção da cultivar Epace 1 que não apresentou diferenças 

estatísticas entre as medias. Os valores de kpw permaneceram numa faixa de — 

0,20 MPa e — 0,40Mpa, sendo que o cultivar Epace 11 apresentou os valores 

mais negativos de kpw (-0,36 Mpa), observado aos 17 dias. 

O estresse hídrico do solo induziu uma redução de kvw  em todos os quatro 

cultivares estudados (Figura 2). No entanto, verifica-se, que após a suspensão 

da rega, uma menor intensidade de queda até os 14 dias, registrando valores e 

.w  em torno de - 0,6 MPa à -1,0 MPa, essa intensidade aumentou aos 18 dias, 

onde foram obtidos valores mais negativos de kpw, -1,1 MPa à -1,5 MPa. As 

cultivares Epace 1 e 11, atingiram os menores valore de km. Esses relutados 

estão de acordo McCrei & Richadson (1987), que encontraram, também para o 

feijão-de-corda, y, foliar máximo de - 1,2 MPa, até 17 dias após a ultima rega. 

Contrariamente, Gonsalves (1999), também trabalhando com feijão-de-corda, 

conseguiu pw  foliar em torno de —1,5 MPa, após oito dias de suspensão da rega. 
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Figura 1 - Evolução do Potencial Hídrico em plantas de feijão-de-corda (Vigna 

Unguiculata L. Walp) mantidas irrigadas. 

Figura 2 - Evolução do potencial hídrico em plantas de feijão-de-corda (Vigna 

unguiculata L.Walp) submetida a deficiência hídrica do solo 
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Tabela 2 - Potencial Hídrico em MPa de quatro cultivares de feijão-de-corda 

submetida a ciclos de deficiência hídrica seguido de reidratação durante o ciclo 

fenológico. 

Cultivares 	O dia 14 dias 17 dias 18 dias 19 dias 

TESTEMUNHAS 

Epace 1 	-0,27Aa -0,27Aa -0,26Ba -0,30Aa -0,25Ba 

Epace 10 	-0,23Bc -0,26Abc -0,32Aa -0,29Aab -0,25Bbc 

Epace 11 	-0,19Cc -0,26Ab -0,36Aa -0,28Ab -0,28Ab 

BR-10 Piauí 	-0,21Bb -0,29Aa -0,32Aa -0,22Bb -0,23Bb 

Cultivares 	 PLANTAS ESTRESSADAS 

Epace 1 	-0,26Ac -0,68Bb -1,48Aa -0,31Ac -0,18Bd 

Epace 10 	-0,21Bcd -0,97Ab -1,23Ba -0,26BCc -0,18Bd 

Epace 11 	-0,22Bd -O,62BCb -1,27Ba -0,30ABc -0,24Ad 

BR-10 Piauí 	-0,23ABc -0,61Cb -1,16Ba -0,22Cc -0,25Ad 

Médias seguidas da mesma letra maiúscula, no mesmo regime hídrico e 

minúscula, em mesma cultivar, não difere significativamente pelo teste de Tukey, 

ao nível de 5% de probabilidade. 
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Talvez o prolongamento, encontrado neste trabalho tenha sido ocasionado pelas 

irregularidades climáticas, pois nesta ocasião, ocorreram algumas chuvas, que 

poderiam ter alterado a umidade relativa do ar, e por conseguinte, manter 

estáveis os valores de 4'w, ou mesmo pela ação de respingos, sobre as folhas. 

De acordo com Slatyer (1967) existem evidências da absorção de água por 

órgãos aéreos, a partir do vapor d'água saturado ou próximo a saturação ou 

mesmo pela água no estado liquido. 

Vinte quatro horas após a primeira reidratação os valores de LPw 

chegaram próximos aos observado nas plantas do tratamento controle. 

Resultados semelhantes foram obtidos com feijão-de-corda por Gonsalves 

(1999); sorgo e milheto Pinho (1992) e Arroz Gomes et a1 1997. Quarenta e oito 

horas após a reidratação esta tendência de recuperação foi mantida. 

A análise estatística das plantas mantidas irrigadas, revelou que as 

cultivares mantidas em regime de rega, apresentaram um comportamento 

semelhante, durante o período estudado Figura 1. No entanto, o contraste das 

médias de tpw, apresentados na Tabela 2, mostraram diferenças significativas, 

para quase todas as cultivares, evidencia-se também aos 14 dias, o valor mais 

negativo de Wvv, nas plantas hidratadas. A exceção da cultivar Epace 1, em que 

não ocorreram diferenças estatísticas entre as medias, a cultivar Epace 11 

apresentou valores mais negativos de Lpw  (-0,36 MPa). No entanto os valores de 

Ww para plantas hidratadas permaneceram numa faixa de - 0,20MPa e 0,40MPa. 
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O estresse hídrico do solo reduziu o q'w de todas as cultivares estudados 

(Figura 2). 0 contraste das médias de l5w, apresentados na Tabela 2, mostraram 

diferenças significativas, para quase todos os cultivares, com exceção do cultivar 

Epace 1, em que não ocorreram diferenças estatísticas entre as medias, de 

forma semelhante a observada para as plantas mantidas irrigadas. No entanto, 

verifica-se, que após a suspensão da rega, uma menor intensidade de queda até 

os 14 dias, registrando valores e Ww  em torno de —0,6 MPa à —1,0 MPa, essa 

intensidade aumentou aos 18 dias, onde foram obtidos valores mais negativos 

de Ww, -1,1 MPa à -1,5 MPa. As cultivares Epace 1 e 11, atingiram os menores 

valore de vw. Esses relutados, estão de acordo McCrei & Richadson (1987), que 

encontraram, também para o feijão-de-corda, Ww foliar máximo de —1,2 MPa, até 

17 dias após a ultima rega. Contrariamente, Gonsalves (1999), também 

trabalhando com feijão-de-corda, conseguiu Ww  foliar em torno de —1,5 MPa, 

após oito dias de suspensão da rega. 

2 - Teor de Galactose presente nos Galactolipideos 

O teor de galactose presente nos galactolipideos (MGDG e DGDG) foi 

medido a partir do extrato de lipídeos totais para todos os cultivares (Figuras 3a 

e b). As plantas do cultivar Epace-10 não apresentaram variações no teor de 

galactose em função dos tratamentos de deficiência hídrica aplicados, se 

mostrando, portanto, resistente quanto a este parâmetro analisado. Aos 14 dias 

de estresse hídrico, as plantas deste cultivar apresentaram uma redução de 
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Figura 3 — Teor de galactose do extrato de lipídeos totais em folias de Vigna 

unguiculata (L.) Walp, para os cultivares EpaCe 10 e Epace 11 (A), Epace 1 e 

BR Piaui )B). 
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12,8% e aos 21 dias , a redução foi de 14,1 %. Após o reinicio da rega, a mesma 

tendência foi obedecida, com as plantas do tratamento estressado apresentando 

uma redução de 15,6 % (Figura 3a). 

As plantas do cultivar Epace-11, apresentaram alterações mais evidentes 

no teor de galactose do que as apresentadas nos outros cultivares analisados 

(Figura 3a). Aos 14 dias de deficiência hídrica as plantas deste cultivar 

apresentaram uma redução de 19,6 %, porem, esta redução foi bem mais 

acentuada aos 21 dias de suspensão da rega, sendo de 47,5 % em relação as 

plantas do tratamento controle. Vinte e quatro horas após o reinicio da rega, as 

plantas do cultivar Epace-11 recuperaram parcialmente o teor de galactose, 

porém persistindo uma redução de 22,1 % em relação ao tratamento controle de 

23 dias. 

As plantas dos cultivares Epace-1 e Br 10 Piauí, não apresentaram 

variações importantes em resposta aos tratamentos de deficiência hídrica 

(Figura3 b). A variação mais importante 	observada 	para Epace-1, foi 

uma redução de 8,9 % aos 21 dias de deficiência hídrica, em relação ao 

tratamento controle. Vinte e um dias de deficiência hídrica também afetaram de 

forma mais importante as plantas do cultivar Br 10 Piauí, as quais apresentaram 

uma redução de 6,8 %. 

Quando se estabelece uma comparação entre os quatro cultivares 

analisados, o cultivar Epace-11 se mostra mais sensível às reduções dos teores 

de galactose, principalmente no nível mais severo de deficiência hídrica, aos 21 

dias de suspensão da rega. 
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Chetal et al., (1982), Pham Thi (1990) e Monteiro de Paula et al., (1990), 

observaram reduções dos teores de galactolipideos sob efeito do déficit hídrico. 

Alterações nos teores de galactolipideos podem ter influencia direta na fluidez 

nas membranas celulares, e consequentemente na integridade dessas 

membranas, uma vez que a galactose foi medida a partir do extrato lipofilico, 

refletindo diretamente o conteúdo de galactolipideos presentes nestes extratos. 

3 - Avaliação da resistência membranar e da percentagem de danos 

através de teste de perdas de eletrólitos 

O comportamento das plantas em resposta a deficiência hídrica do solo, 

foi efetuado através de testes de perdas de eletrólitos. Estes testes permitem 

quantificar os danos sofridos nas membranas celulares, onde o aumento do 

fluxo de ions ocorre em conseqüência de uma maior permeabilidade das 

membranas aos diferentes ions e moléculas. 

A variação da percentagem de danos (PD) em plantas de feijão-de-corda 

submetida à deficiência hídrica do solo, mostrada na tabela 3 e figura 4 

evidencia um comportamento diferenciado entre os quatro cultivares estudados, 

permitindo a formação de dois grupos. Os cultivares Epace 1 e 11, quando 

submetidos a um déficit hídrico de - 0,6 MPa, apresentaram uma maior PD, em 

torno de 70% e 40% respectivamente. Estes valores elevados de PD indicam 

que as membranas celulares podem ter tido sua integridade afetada em 

resposta ao estresse hídrico do solo. Quando submetidas a um tvw  de -1,5 MPa, 
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Tabela 3 - Percentagem de Danos (PD) em plantas de feijão-de-corda, 

submetida á deficiência hídrica do solo, considerando a percentagem de 

integridade absoluta de plantas hidratada (PIA - 0,3 MPa), estressadas de (PIA - 

0,6 MPa), (PIA -1,5 MPa) e reidratadas. 

Cultivares - 0,3 MPa - 0,6 MPa -1,5 MPa Reidratadas 

PIA% PIA% PD% PIA% PD% PIA% PD% 

Epace 1 10,37 3,34 67,80 3,48 66,45 2,65 74,45 

Epace 10 10,06 8,53 15,21 5,33 47,02 3,59 64,32 

Epace 11 14,27 8,63 39,53 5,79 59,43 10,40 27,12 

BR-10 Piauí 10,67 8,04 24,65 5,24 50,90 9,41 11,81 
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Figura 4- Percentagem de danos %Pú em cultivares de feijão-de-corda ( i/Ígrc7 

urgu1c:ulata L. Waipi submetidas á deficiência hídrica do solo, medida em MPa. 
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a exceção da Epace 1, as demais cultivares, apresentaram PD mais elevada. No 

entanto, nessa ocasião, em que as plantas apresentavam fortes sinais de 

deficiência hidrica do solo, a Epace 10 e BR-10 Piauí, apresentaram a menor PD 

(Figura 4). 

Os cultivares Epace 11 e BR-10 Piauí, 48 horas após a irrigação, 

recuperaram a integridade das membranas celulares. Pode-se supor, para os 

demais cultivares, que o prazo de 48 horas após o reinicio da rega tenha sido 

insuficiente para que eles expressarem um nível maior de recuperação para a 

integridade de suas membranas (Figura 4). 

Na Tabela 4 são mostrados, os valores de PD para cada cultivar 

considerando o dia zero (Do) e o ultimo dia (Df) das plantas irrigadas. A maior 

percentagem de danos foi apresentada pelo cultivar Epace 1, seguido dos 

cultivares BR-10 Piauí, Epace 11 e Epace 10. Estes resultados tornam evidente 

que o envelhecimento natural das plantas dos cultivares estudados também é 

responsável pela perda de integridade das membranas celulares. 

Na cultivar BR-10 Piauí, assim como na Epace 10, algumas evidências 

podem colaborar para a hipótese que estes cultivares sejam mais tolerantes á 

deficiência hídrica. 	As plantas desses cultivares apresentavam uma maior 

suculência nas folhas, que perdurou mesmo em condições de deficiência hidrica 

do solo. Contrariamente, os cultivares Epace 1 e Epace 11, após a suspensão 

da rega, rapidamente apresentavam sinais de desidratação em suas folhas, as 

quais começam a cair com alguns dias após a suspensão da rega. Em algumas 

plantas perenes, a perda das folhas pode ser considerada como uma estratégia, 
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Tabela 4 — Percentagem de Danos (PD) em plantas de feijão-de-corda irrigadas, 

considerando a percentagem de integridade absoluta do dia zero de cultivo (PIA 

Do  e o ultimo dia de estresse PIA Df, durante o ciclo fenológico). 

Cultivares PIA Do % PIA Df  % PD% 
Epace 1 10,37 6,28 39,45 
Epace 10 10,06 8,09 19,59 

Epace 11 10,21 7,78 23,81 

BR-10 Piauí 10,67 6,58 38,34 
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ou seja, uma redução da área foliar pode levar a uma diminuição da 

transpiração, conseqüentemente também reduções na perda de água. Tal 

mecanismo reduz, entretanto, a área fotossintética e conseqüentemente a 

produtividade vegetal. No caso do feijão-de-corda, poderiam estar associados 

outros mecanismos, anatômicos, morfológicos e mesmo bioquímicos como 

fechamento dos estômatos, e modificações estruturais ao nível das membranas 

celulares, na tolerância de plantas a diferentes formas de estresses ambientais. 

4 - Teor de Lipídeos Totais 

As Figuras 5 e 6 apresentam variações nos teores de lipídeos totais, 

tornando evidente que tanto a idade da planta como o estresse hídrico do solo, 

provocaram alterações na composição total de lipídeos. Nas plantas hidratadas 

(Figura 5), verifica-se uma redução gradativa até o 14°  dia para os cultivares 

Epace 1, Epace 11 e BR 10 Piaui. Estes mesmos cultivares apresentaram uma 

pequena tendência de aumento nos teores de lipídeos totais entre o 14°  e o 21°  

dia. O cultivar Epace 10 apresentou um comportamento diferenciado em relação 

ao outros cultivares estudados, ou seja, uma redução de maior amplitude até o 

14°  dia seguido de aumento nos teores de lipideos totais até o 14°  dia, com uma 

pequena redução desses teores entre o 14°  e o 21°  dia. As reduções nos teores 

de lipideos observadas no tratamento irrigado pode ser conseqüência natural do 

envelhecimento das folhas destes cultivares. 
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Figura 5 — Teor de Lipídeos totais (mg/gMF) em folhas de plantas irrigadas de 

feijão-de-corda (digna unguiculata L. Waip). 

Figura 5 — Teor de Lipídeos totais (mgigiviF) em folhas de plantas de feijão-de-

corda ( igna unguiculata L. Walp) submetidas à deficiência hídrica. 
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As plantas dos quatro cultivares estudados, submetidas ao tratamento de 

deficiência hídrica, apresentaram comportamento diferenciado com relação aos 

teores de lipídeos totais. O cultivar BR-10 Piauí teve um aumento gradativo nos 

teores de lipideos totais até o 14°  dia (Ww  -1,28 MPa), não sendo portanto 

afetado pela deficiência hídrica em seus teores de lipídeos totais. 

Após a reiidratação, as plantas deste cultivar mantiveram estáveis os 

teores de lipídeos totais. Os teores de lipídeos para o cultivar Epace 10, 

decresceram até o 14°  dia (Ww  - 0,72 MPa), apresentando em seguida um 

pequeno aumento até o final do período experimental. Após a reirrigação, esta 

tendência de aumento foi mantida para as plantas do cultivar Epace 10. As 

plantas do cultivar Epace 1 apresentaram um grande aumento (x)oxx °Ao em 

relação as plantas irrigadas) no 14°  dia (qw - 0,72 MPa) de estresse hídrico, 

seguido de redução gradativa até o 14°  dia (ipw  -1,28 MPa). 48 horas após a 

reidratação, as plantas do cultivar Epace 1 mantiveram os teores de lipideos 

totais sem alterações. Os teores de lipídeos totais para as plantas do cultivar 

Epace 11 sofreram um pequeno aumento até o 14°  dia (pw - 0,72 MPa), seguido 

de redução até o 14°  dia (ylw -1,28 MPa). Mesmo 48 horas após a reidratação, 

as plantas do cultivar Epace 11 não recuperaram os teores de lipídeos totais 

observados nas plantas irrigadas. 

Monteiro de Paula et a/. (1990) trabalhando com feijão-de-corda, avaliou a 

composição especifica de lipídios em condições de deficiência hídrica do solo, e 

observou que as plantas tidas como sensíveis apresentaram maior quantidade 

de lipídeos membranares que as plantas do cultivar resistente. Estes autores 
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também observaram reduções gradativas no teor de lipídeos, de uma forma 

mais intensa, no cultivar sensível à seca, em resposta a deficiência hídrica. 
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EXPERIMENTO II 

'I. Material vegetal 

Para o Experimento II foram utilizados dois cultivares de feijão-de-corda, 

EPACE 10 e EPACE 11. Os cultivares Epace 1 e BR 10 Piauí foram descartados 

desta etapa do trabalho, em virtude do fato de não terem apresentado diferenças 

importantes nos parâmetros analisados no experimento I. As sementes foram 

fornecidas pelo Laboratório de Sementes do Departamento de Fitotecnia do 

Centro de Ciências Agrárias da UFC. 

2. Condições de Cultivo 

As plantas foram cultivadas em vasos plásticos de 6 litros de capacidade, 

com substrato composto de areia de superfície e esterco bovino curtido na 

proporção de 3/2. Os plantios foram efetuados em vasos com solo, com condição 

de umidade ao nível da capacidade de campo, indicada pela percolação da água 

de rega. Duas plantas foram cultivadas por vaso. 

Até o inicio da imposição do estresse, as plantas foram irrigadas na 

freqüência adequada, com a mesma quantidade de água por vaso, e num volume 

variável de acordo com a demanda evapotranspiratória. O estresse hídrico foi 

iniciado em torno de 31 dias após a germ inação-DAG, suspendendo a irrigação de 

UFC
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um grupo de plantas (tratamentos estressados). Uma primeira coleta de material 

foliar foi efetuada aos 14 dias, quando as plantas atingiram 41/4, foliar de —1,5 MPa 

(estresse moderado), caraterizado por sintomas visuais de deficiência hídrica. A 

partir deste patamar de tpw, foram realizadas duas reidratações, de 24 e 48 horas, 

com coletas de material. Uma segunda coleta de material foi efetuada aos 21 dias, 

quando as plantas do tratamento estressado apresentaram um nível mais severo 

de potencial hídrico (estresse severo). Após esta segunda coleta as plantas foram 

também reirrigadas e coletas de material efetuados após 48 horas. 

3. Extração de lipídeos 

Os lipidios presentes nas folhas foram extraídos seguindo o método de 

Bligh & Dyer (1959) foi retirado 4 g de tecido foliar, excluindo-se as nervuras e 

utilizado para a extração. O tecido foliar foi fixado em 20 ml de água destilada 

fervente por 20 minutos, para desativar as enzimas lipofilicas. O tecido foliar fixado 

foi triturado um gral com 40m1 de metanol/clorofórmio e a água utilizada na 

fixação, mantendo a proporção (2:2:1) v/v/v. Em seguida o material foi filtrado a 

vácuo e a separação das fases Iipídicas e aquosas, obtidas em funil de separação. 

Uma Segunda extração da fase aquosa foi efetuada com 20 ml. de clorofórmio. O 

filtrado evaporado com nitrogênio foi recuperado em 2 ml de clorofórmio, 

acondicionados em frascos de 4m1 e armazenados a —30°C. O conteúdo total de 

lipidios, foi identificado retirando-se uma alíquota, de 0,2 ml, colocando-se em 
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tubo de ensaio de peso conhecido, mantido-se em dissecador. Após 12 horas, 

realizara-se a primeira pesagem, e prossegui-se até obtenção de um peso 

constante, por diferença do peso do tubo e o peso final, obtevem-se o CTL. 

4.Teor de Lipídeos Peroxidados 

Para determinação do teor de lipídeos peroxidados foi usado o método de 

Cakmak e Horst (1991) que consiste na dosagem dessas moléculas a partir de 

uma alíquota de cerca de 1,0 mL do Extrato de Lipídios Totais colocada em um 

tubo de ensaio (tubos de ensaio de cerca de 10 a 12 mL). Em seguida, foram 

adicionados 3,0 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5 % (ply) em ácido 

tricloroacético (TCA) 20 % (ply). Os tubos de ensaio foram colocados em banho-

maria a 90°  C por 2 horas, sob agitação constante e a reação foi interrompida em 

banho de gelo-água. O material foi centrifugado a 9.000 x g por 10 minutos e a 

absorbância do sobrenadante determinada a 532 e 660 nm. A quantidade do 

complexo malonáldeído MBA-TBA 	formada foi calculada utilizando-se 	o 

coeficiente de extinção molar de 155 mM-1  cm-1. As leituras foram efetuadas 

contra um branco. 



5. Teor de ácidos graxos totais 

O teor de Ácidos Graxos Totais foi determinado a partir de uma alíquota de 50 µl 

do extrato de lipídeos totais. O método de Metcalfe (1966) foi utilizado para 

preparação dos ésteres metilicos. A saponificação foi efetuada com NaOH- 

metanálico em banho-maria a 65° C por 15 minutos. O processo de metilação foi 

realizado com trifluoreto de boro-metanólico em banho-maria a 65°  C durante 15 

minutos. A seguir as amostras saponificadas e metiladas foram resfriadas em 

banho de agua-gelo. Os ésteres metílicos assim obtidos são separados e 

identificados por cromatografia em fase gasosa de coluna capilar, em método 

gradiente de temperatura de coluna (80°  C a 200°  C) e o tempo médio de 

separação dos ésteres metílicos (em coluna capilar de 30 m) de cada amostra, foi 

de aproximadamente 40 minutos. 

6. Análise das Diferentes Categorias Lipídicas 

A Cromatografia de Camada Fina (CCF) foi realizada pela deposição de uma 

alíquota de 400µI do extrato de Lipídios Totais sobre uma placa de sílica gel 

60(MERCK) 20x20 cm com espessura de 0.25 mm, em seguida a cromatografia 

foi desenvolvida em uma mistura de solventes com 50 mL de clorofórmio, 20 mL 

de acetona, 10 mL de metanol, 10 mL de ácido acético e 5 mL de água, segundo 

65 
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Lepage, 1967. A mistura de solventes foi sempre preparada com 24h de 

antecedência e colocada em uma cuba de vidro hermeticamente fechada para 

saturação da atmosfera Após a migração total da amostra a placa foi retirada da 

cuba de migração e após secagem, vaporizada com primulina 10 %, em acetona, 

para revelação dos lipídeos. Em seguida a placa foi levada a uma câmara de luz 

ultravioleta, de 366 rim, onde as diferentes categorias lipidicas foram 

visualizadas. As classes lipídicas foram identificadas através do fator referencial 

específico, e também pela deposição na placa, de padrões comerciais das 

principais categorias lipídicas presentes nos extratos lipofílicos. As diferentes 

categorias lipídicas foram saponificadas, metiladas e posteriormente identificadas 

por cromatografia gás líquido de coluna capilar, conforme descrito no item 

número 5. Para a quantificação dos diferentes ácidos graxos das categorias 

lipidicas, foram adcionados no momento da metilação 104111 de ácido 

hepatadecanóico (C17) como padrão interno. 

7. Ensaios Enzimáticos 

Para a obtenção do extrato enzimático foi utilizado o método de extração 

que consiste na utilização de 200 mg de tecido vegetal fresco homogeinizado em 

10 mL de meio de extração contendo EDTA 0,1 nM em tampão de fosfato de 

potássio 0,1 M e pH 6,8. 0 homogeinizado foi filtrado em 4 camadas de gaze e 

centrifugado a 12.000 g por 20 minutos. Todas as etapas de obtenção do extrato 
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foram efetuadas a 4°  C. O sobrenadante obtido após centrifugação foi utilizado 

para os diferentes ensaios enzimáticos 

7.1 - Ensaios de atividades da Superóxido Dismutase (Dismutase de 

Superóxido) 

A atividade da Dismutase de Superóxido foi determinada usando 50 pi do 

extrato enzimático bruto adicionado a seguinte mistura: metionina 13 mM; azul de 

p-nitro tetrazólio (NBT) 75 p.M; EDTA .100 nM e riboflavina 2 µM em tampão 

fosfato de sódio 50 mM. pH 7,8 (.Del Longo et.al 1993). A reação foi processada 

em uma câmara com uma lâmpada fluorescente de 15 W mantida no interior de 

uma caixa coberta com papel alumínio, a 25°  C. A reação foi iniciadal com a 

ligação da Lâmpada durante 5 minutos,seguido do desligamento da mesma 

(Giannopolis e Ries, 1977). A coloração azul produzida pela fotoxidação do NBT, 

foi medida pelo aumento na absorbância a 560 nm. O branco, contendo todos os 

elementos da mistura de reação, foi mantido no escuro. Uma unidade de SOD 

será definida como a quantidade de enzima necessária para inibir 50 % do 

fotorredução do NBT. 
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7.2 - Ensaios de atividades da Catalase 

A atividade da catalase foi detem inala após a adição de 100 µI(50 µl) do 

extrato enzimático bruto a 2,9 mL (2,95) de meio de reação constituido de H2O2  

12,5 mM (20mM) em tampão de potássio 50 mM pH 7,0segundo metodologia de 

Havir e McHale 1987. A atividade enzimática foi determinada pelo decréscimo na 

absorbância a 240 nm utilizando-se, para cálculos o coeficiente de extinção molar 

de 36 M-1  cm-1  (Anderson et al, 1995). 

7.3 - Ensaios de atividades da Peroxidade de fenóis 

A atividade da peroxidase de fenóis foi determinada pelo método de Kar e 

Mishra (1976). Alícotas de 100 Al do extrato enzimático bruto que foram 

adicionados a 4,9 mL de uma mistura de reação contendo tampão fosfato de 

potássio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20mM e H2O2  20 mM. Após incubação da 

solução por 1min a 25°C, a reação foi interrompida pela adição de 0,5mL de 

H2SO4  5% (v/v) e a absorbância da solução, então lida a 420nm contra um branco 

em que a enzima foi previamente inativada pela adição de 0,5m1" de H2SO4  5% 

(v/v). A atividade das PDXs foi determinada pela medição da quantidade de 

purpurogalina formada utilizando-se, para os cálculos o coeficiente de extinção 

molar de 2,47 mM-1cm"1  (CHARCE E MAEHLEY, 1995). 



7.4 - Ensaios de atividades da Ascorbato Peroxidase 

A atividade das peroxidases do ascorbato foi determinada de acordo com o 

método de Nakano e Asada (1981) modificada por Koshiba (1993). Para obtenção 

do extrato enzimático das peroxidases do ascorbato foi adicionado à uma 

solução padrão de extração ascorbato para atingir a concentração final de 1 mM. 

A atividade das APXs foi determinada adicionando-se 1001.1.I do extrato enzimático 

bruto a 2,9 mL de uma mistura de reação constituida de ascorbato 0,8 mM e H2O2 

1,0 mM em tampão de fosfato de potássio 50 mM, pH 6,0, a 25°C. 0 experimento, 

iniciado pela adição de H2O2  à mistura de reação medindo-se o decéscimo na 

absorbancia 290 nm registrado no intervalo de 60 segundos após a sua 

incorporação. A atividade emzimática foi calculada utilizando-se o coeficiente de 

extinção molar de 2,8 M-1  cm-1. 
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RESULTADOS E DISCUSSAO DO EXPERIMENTO II 

1. Teor de Lipídeos Peroxidados 

A análise do teor de lipideos peroxidados para os cultivares Epace-10 e 

Epace-11, revelou que estes dois cultivares tiveram um comportamento 

diferenciado em resposta a ação dos tratamentos de deficiência hídrica 

aplicados. As plantas do cultivar Epace-10 sofreram menos a ação do estresse 

hídrico que o cultivar Epace-11 (Figura 6), nos dois níveis de deficiência hídrica. 

Os dois tratamentos de deficiência hídrica utilizados, praticamente não 

foram capazes de induzirem aumentos nos teores de lipídeos peroxidados nas 

plantas do cultivar Epace-10. Aos 21 dias de estresse hídrico, estas plantas 

apresentaram um aumento de cerca de 15 % no teor de lipideos peroxidados, 

em relação ao tratamento controle. Entretanto, 48 horas após o reinicio da rega, 

ou seja, aos 23 dias de tratamento estas plantas conseguiram reduzir o teor de 

lipídeos peroxidados para níveis inferiores aos observados nas plantas do 

tratamento controle de mesma idade (Figura 6). 

As plântulas do cultivar Epace-11 apresentaram níveis de peroxidação de 

lipideos bem maiores do que -os apresentados nas plântulas do cultivar Epace 

10 (Figura 6). Aos 14 dias de deficiência hídrica, as plantas deste cultivar já 

apresentaram um aumento de 18,4 % no teor de lipídeos peroxidados e esta 

tendência foi ainda mais acentuada aos 21 dias de deficiência hídrica, com um 
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aumento de 64,7 %. Vinte e quatro horas após o reinicio da rega, as plantas do 

cultivar Epace-11 diminuíram parcialmente o teor de lipídeos peroxidados nas 

Figura 6 — Teor de lipídeos peroxidados, medidos pela formação do complexo 

MDA-TBA, em folhas de plântulas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp), 

para os cultivares Epace 10 e Epace 11B) 
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plantas estressadas, porem persistindo um aumento de 36,1 % em relação as 

plantas do tratamento controle. 

Os níveis de lipídeos peroxidados, apresentados para as plantas do 

cultivar Epace-11, mesmo para as plantas do tratamento controle foram mais 

elevados, já no controle do dia zero, do que para as plantas do cultivar Epace- 

10. Este fato já comprova uma maior fragilidade de Epace-11 em relação a 

Epace-10 quanto aos mecanismos de proteção contra a ação de radicais livres. 

Esta maior fragilidade do cultivar Epace-11 em relação a Epace-10 se acentua 

quando estas plantas são submetidas aos tratamentos de deficiência hídrica. 

Enquanto que aos 14 dias de suspensão da rega não houve aumento no teor de 

lipideos peroxidados para Epace-10, o cultivar Epace-11 já apresentava 18,4 % 

de aumento. Aos 21 dias de suspensão da rega, as plantas do cultivar Epace-11 

mostraram um aumento de cerca de 2,5 vezes em relação ao cultivar Epace-10. 

Uma correlação pode ser estabelecida entre a degradação de lipideos 

polares, especialmente de MGDG e DGDG, a diminuição do teor em ácidos 

graxos poliinsaturados e também a redução do indicie de insaturação nas 

plantas do cultivar Epace-11 submetidas a deficiência hídrica, e o teor de 

lipideos peroxidados. 

Alem do mais, os dados de peroxidação de lipídeos (Figura 6) associados 

as modificações da estrutura dos ácidos graxas presentes nas membranas 

celulares, podem ser correlacionados aos de integridade de membranas, 

mensuradas através do vazamento de eletrólitos (Figura 4). Os dados obtidos 

neste trabalho tornam evidente, que possivelmente as plantas do cultivar Epace- 
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11 possuem um mecanismo menos eficiente de controle da formação dos 

radicais livres induzidos pela deficiência hídrica, quando comparadas com as 

plantas do cultivar Epace-10. 

2 . Teor de ácidos graxos totais 

A análise do teor de ácidos graxos totais das membranas foliares de 

Vigna unguiculatra, revelou uma composição típica dos tecidos clorofilados de 

vegetais superiores, ou seja, um alto teor em ácidos graxos insaturados, 

principalmente de ácido linolênico (18:3) (FERRARI-ILIOU et al., 1984; HUBAC 

et al., 1989 MONTEIRO de PAULA et al., 1990; NAVARI-IZZO et aI., 1990) . O. 

ácido linolênico se constitui no principal componente graxo dos galactolipideos 

(MGDG e DGDG) das membranas dos tilacóides, sendo responsável pela 

grande fluidez dessas membranas (NORBERG et al., 1990; WILSON et ai., 

1987; HUBAC et aI.,1989). A cromatografia gasosa de coluna capilar evidenciou 

a presença dos seguintes ácidos graxos: ácido palmitico (16:0), ácido esteárico 

(18:0), ácido oléico (18:1), e ácido linoléico (18:2). 

Os tratamentos de estresse hídrico induziram comportamentos 

diferenciados nas plantas estressadas quando comparadas com as plantas do 

tratamento, irrigado, nos dois cultivares (Figuras 7 e 8). A deficiência hídrica foi 

capaz de induzir modificações nos teores de ácidos graxos nos dois cultivares, 
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porém as plantas do cultivar Epace — 11 tiveram estes teores afetados de forma 

mais severa do que as plantas do cultivar Epace — 10. Aos 14 dias de estresse 

hídrico, as plantas do cultivar Epace —10 apresentaram reduções nos teores de 

seus ácidos graxos majoritários, ou seja, reduções de 25% e 18% nos teores de 

ácido palmítico e de ácido linolênico, respectivamente (figura 7a). A mesma 

tendência foi observada aos 21 dias de estresse para o ácido linolênico, ou seja, 

uma redução de 30% em relação ás plantas controle do inicio do tratamento 

(Figura 7b). O teor de ácido palmítico foi aumentado em torno de 15% . em 

relação ao controle do inicio do período experimental. Resultados semelhantes 

foram observados por diferentes autores para Vigna unguiculata (MONTEIRO de 

PAULA et al., 1990; FERRARI-ILIOU. et  a1., 1994). Aumento no teor de ácido 

palmítico e redução no teor de ácido linolênico induzem um desequilíbrio na 

relação dos ácidos graxos saturados/insaturados, com conseqüências danosas 

para a estrutura das membranas celulares (PHAM THI et al., 1990). Após a 

reidratação estas plantas recuperaram satisfatoriamente os níveis iniciais de 

ácido palmítico e de ácido linolênico (Figura 7c). Os níveis de estresse hídrico 

aplicado sobre as plantas deste cultivar não foram suficientemente fortes para 

afetar de forma irreversível o metabolismo dos lipideos. 

As plantas do cultivar Epace-11 apresentaram a mesma tendência 

observada para Epace — 10, porém o estresse hídrica afetou de forma mais 

severaas plantas dessa cultivar (Figura 8). 0 primeiro nível de deficiência hídrica 

(+H  = -0,6 MPa) obtido aos 14 dias de estresse induziu reduções de 20% e 10% 

para os ácidos palmítico e linolênico, respectivamente (figura 2-A). 0 segundo 



77 

nível de deficiência hídrica (TH  = -1,5 MPa) obtido aos 21 dias de estresse, 

provocou mudanças mais acentuadas do que o nível moderado (15 dias) no 

teor de lipideos membranares, ou seja, um aumento de 10% de ácido palmítico 

e uma redução de 25% de ácido linolênico (figura 8b). Esta alteração da relação 

ácidos graxos saturados/insaturados pode ter induzido mudanças mais danosas 

das plantas do cultivar Epace — 11 quando comparados com o cultivar Epace — 

10. Mesmo 48 horas após a reidratação as plantas do cultivar Epace —11 

mantiveram a tendência de desequilíbrio entre ácidos graxos 

saturadoslinsaturados (Figura 8c). O teor de ácido palmitico apresentou um 

aumento de 110%, enquanto o teor de ácido linolênico foi severamente reduzido 

em torno de 120%. Resultados semelhantes foram encontrados por Stevanovic 

et al. (1987). Estes resultados tornam evidente o efeito do estresse hídrico, de 

forma irreversível sobre o metabolismo de lipídeos membranares. As plantas do 

cultivar Epace — 11 tiveram possivelmente, modificações estruturais em suas 

membranas celulares devido à degradação acentuada de lipideos polares. 

Reduções no teor de ácido linolênico e aumento nos teores de ácido 

palmítico sugerem que a fluidez das membranas celulares pode ter sido afetada. 

O ácido Iinolênico se constitui no principal componente graxo dos galactolipideos 

monogaláctósil-diacilglicerol (MG DG) e digalactosil-diacilglicerol (DG DG) das 

membranas dos tilacóides, sendo responsável pela grande fluidez dessas 

membranas (NORBERG et al., 1990; WILSON et a1., 1987; HUBAC et al., 1989). 

O crescente aumento dos teores de ácido palmitico acompanhado de 

reduções dos teores de ácido linolênico induziram consequentemente 



modificações a nível estrutural das membranas celulares. Costa Oliveira (2001) 

observou uma desorganização estrutural, induzida pelo estresse hidrico, em 

plantas de caju anão-precoce, devido a uma alteração da relação ácidos graxos 

saturados/ácidos graxos insaturados. A ação do estresse hidrico sobre a 

composição dos lipídeos de membranas é bem conhecida estudada. Vários 

autores encontraram modificações na composição em ácidos graxos em 

resposta ao estresse hidrico, (Monteiro de Paula et al., 1990) em planta de 

feijão-de-corda, (HUBAC et al., 1989; WILSON et a1., 1987) em algodão e 

(CHETAL et a1., 1981) em trigo e aveia. 

Uma diminuição do teor de ácidos graxos poliinsaturados induz alterações 

metabólicas ao nível das membranas celulares. Esta redução, acompanhada de 

aumento no teor de ácidos graxos saturados condiciona uma maior rigidez nas 

membranas celulares (CHETAL et a1. 1982 e PHAM THI et al. 1990). Portanto, 

alterações na composição e teor dos ácidos graxos das membranas celulares de 

plantas submetidas estresse hídrico, supostamente tornariam estas membranas 

menos eficientes na compartimentação das reações enzimáticas. O metabolismo 

celular seria, portanto afetado em resposta ao estresse hídrico, devido ao fato 

dos lipídeos estruturais das membranas efetuarem de forma menos eficiente a 

permeabilidade seletiva. Isto induz processos de senescência precoce e 

conseqüente perda de produtividade do vegetal (Sylvester & Paulin, 1987; 

Duxbury etal., 1991; Ferrari-Mau etal., 1994). 
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3 - Análise das Diferentes Categorias Lipidicas 

A análise das diferentes categorias lipidicas separadas por cromatografia de 

camada fina, revelou um comportamento bastante diferenciado entre os dois 

cultivares estudados (Figura 9). 

As plantas do cultivar Epace-10 apresentaram variações mais importantes 

ao nível dos galactolipideos MGDG e DGDG e do fosfolipideo PG. As outras 

categorias lipidicas estudadas, ou seja, LN e PL (PE, PI, PA e PS) não 

apresentaram variações importantes em resposta aos tratamentos de deficiência 

hidrica (Figura 9a). Para o MGDG, foi observada uma redução de 30,5 % aos 21 

dias, para as plantas estressadas em relação aos controles de mesma idade. 

Após o reinicio da rega, as plantas deste cultivar, praticamente mantiveram a 

mesma tendência de redução para o MGDG, com um decréscimo de 19,7 % em 

relação ao controle, observando-se, portanto, uma leve recuperação. O teor de 

DGDG foi menos afetado pela deficiência hidrica, com uma redução de apenas 

13,2 % aos 21 dias, em relação ao controle de mesma idade. Após a 

reiidratação, o teor de DGDG foi recuperado de forma mais satisfatória que a 

observada para o MGDG, ou seja, apresentando uma redução de apenas 7,8 %, 

em relação ao controle de 23 dias. 
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O único fosfolipideo afetado pela deficiência hídrica, em Epace-10, foi o PG, 

que teve uma redução de 18,5 % aos 21 dias de estresse hídrico, em relação ao 

tratamento controle. Esta tendência de redução não foi revertida, mesmo após a 

reiidratação, ou seja, uma redução de 14,8 % foi observada nas plantas 

reiidratadas, em relação ao controle. Os níveis de PC permaneceram 

praticamente constantes durante todo o período experirmental. Os outros 

fosfolipídeos (FL) representados pelo PA, PE, PI e PS não sofreram alterações 

em seus teores, induzidas pela deficiência hídrica. 

De forma semelhante à observada para o cultivar Epace-1O, as categorias 

lipídicas mais afetadas pela deficiência hídrica, para o cultivar Epace-11, foram o 

MGDG e DGDG, para os galactolipideos e PG para os fosfolipídeos (Figura 9b). 

A degradação dos galactolipideos no cultivar Epace-11, foi mais intensa 

quando comparada com o cultivar Epace-10. O MGDG teve uma redução de 

31,8 % já no primeiro nível de deficiência hídrica, ou seja, aos 14 dias. Esta 

tendência de redução do teor em MGDG foi mantida para o nível mais severo de 

deficiência hídrica, atingindo 63,2 % de redução aos 21 dias de estresse, 

quando comparado ao tratamento controle. Vinte e quatro horas após o reinicio 

da rega, o teor em MGDG foi parcialmente recuperado, porem ainda 

permanecendo com uma redução de 32,5 % em relação ao controle de mesma 

idade. 

A deficiência hídrica também afetou de forma mais importante o DGDG, 

para o cultivar Epace-11 que para o cultivar Epace-10. O primeiro nível de 

deficiência hídrica, atingido aos 14 dias, induziu uma redução de 19,1 % em 
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relação ao controle, e aos 21 dias de estresse, esta redução foi de 36,8 %, 

também em relação ao controle. Após o reinicio da rega, a redução no teor de 

DGDG ainda permaneceu elevada, ou seja, 18,5 % em relação ao controle. 

O teor em PG também foi afetado pela deficiência hídrica de forma mais 

importante para o cultivar Epace-11 que para o cultivar Epace-10. As plantas 

submetidas a deficiência hídrica, apresentaram reduções no teor de PG de 19,4 

% aos 14 dias, e 27,3 % aos 21 dias de deficiência hídrica, em relação as 

plantas do tratamento controle. 

A fosfatidilcolina teve um pequeno aumento em massa aos 21 dias de 

estresse, o que pode ser explicado pelo alto turnover dessa categoria lipídica. 

Possivelmente, parte dos galactolipídeos degradados por ação do estresse 

hídrico foi convertida em PC, que se constitui na principal categoria de lipídeos 

envolvida no processo de renovação das membranas celulares. 

A degradação de galactolipídeos induzida pela deficiência hídrica, 

principalmente para o MGDG foi relatada por diferentes autores. Monteiro de 

Paula et al. (1990 e 1993) e Pham Thi et al. (1990) em feijão-de-corda 

encontraram reduções acentuadas desta categoria lipidica em cultivares menos 

tolerantes a deficiência hídrica. Lauriano et al. (2000) também confirmam estes 

resultados, concluindo que os galactolipídeos, e principalmente o MGDG foi a 

categoria lipídica mais afetada pela seca em diferentes cultivares de amendoim. 

Os resultados obtidos neste trabalho levam a conclusão que as categorias 

de lipídeos plastidias (MGDG, DGDG e PG) sofreu de forma mais intensa a ação 

do estresse hídrico, que os lipídeos extraplastidiais. Uma vez que as membranas 
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dos cloroplastos são ricas em galactolipídeos e também em PG, pode-se 

concluir também que elas sejam diretamente afetadas em função da degradação 

destas categorias lipidicas (CHETALI et ai: 1982, FERRARI-ILIOU et a(., 1984, 

MONTEIRO DE PAULA et al. 1990 e 1993 e PHAM THI et al. 1990). Estas 

membranas se tornariam, portanto menos fluidas e mais rígidas, ocasionando 

danos em suas estruturas e conseqüente descompartimentação das reações 

enzimáticas. 

Chetal et al., (1980) estudaram as mudanças nos fosfolipídeos em folhas 

de trigo e cevada em condição de estresse hídrico do solo, observaram que o 

conteúdo total de fosfolipídios aumentou nos cultivares tidos como tolerantes a 

seca. No entanto, o conteúdo total de glicolipídeos, aumentou com a idade e 

diminuíram em condição de estresse hídrico do solo CHETAL etal. (1982). 

A análise da repartição dos diferentes ácidos graxos nas classes lipídicas, 

confirmam a tendência observada para a análise da massa dessas moléculas 

(Tabelas 5, 6, 7 e 8) para os cultivares Epace-10 e Epace-11. 

A tabela 5 mostra que para o cultivar Epace-10 as variações nas 

porcentagens em ácidos graxos foram mais evidentes para os galactolipídeos 

MGDG e DGDG e para o fosfolipídeo PG. Para o MGDG, foi observada uma 

redução de 14,4 % no teor de acido linolênico e um aumento de cerca de 19 % 

para o ácido palmitico, aos 21 dias de deficiência hídrica. Os demais ácidos 

graxos não sofreram variações importantes. Para o DGDG as alterações 

observadas tanto para o ácido linolênico, como para o ácido palmítico, foram 

pequenas, não ultrapassando 5 % nos dois ácidos graxos. 
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Para o PG (Tabela 5), a variação mais importante observada no cultivar 

Epace-1O foi para o ácido transhexadecenóico (16:1), o qual sofreu uma redução 

de 12,5 % nas plantas submetidas a deficiência hidrica. As demais categorias 

lipidicas (LN, PC e PL) não apresentaram variações consideráveis em suas 

porcentagens de ácidos graxos, nos tratamentos de 

deficiência hidrica, quando comparadas com as plantas do tratamento controle 

(Tabela 6). 

De forma semelhante à observada para o cultivar Epace-1O, as plantas do 

cultivar Epace-11 também apresentaram variações nas porcentagens de ácidos 

graxos, principalmente ao nível dos galactolipídeos MGDG e DGDG e do 

fosfolipideo PG (Tabela 7). Porém estas variações, induzidas pelo estresse 

hídrico foram bem mais intensas no cultivar Epace-11 quando comparadas com 

o cultivar Epace-1O. 

Para o MGDG (Tabela 7), o ácido graxo mais afetado pela deficiência 

hidrica foi o ácido linolênico, que apresentou aos 21 dias de deficiência hidrica, 

uma redução de 21,2 % em relação as plantas controle da cultivar Epace-11. 

Mesmo após o reinicio da rega, esta tendência de redução para o ácido 

linolênico não foi alterada, sendo mantida uma redução de 15,2 % em relação ao 

controle. Para o DGDG, a redução observada aos 21 dias de estresse hídrico, 

foi bem menor que a observada para o MGDG, ou seja, uma redução de 9 % 

em relação ao controle. Esta tendência de redução, também foi mantida, de 

forma semelhante à observada para o MGDG, mesmo 24 horas após o reinicio 

da rega. 



85 

Mesmo após o reinicio da rega, esta tendência de redução do ácido 

transhexadecenóico não foi alterada, pois ainda foi mantida uma redução de 

cerca de 20% em relação às plantas controle. Também para o acido palmítico o 

aumento em porcentagem, nas plantas submetidas à deficiência hidrica, 

persistiu, mesmo após o reinicio da rega. 

A deficiência hídrica afetou de forma mais importante os teores de alguns 

ácidos graxos do PG em Epace-11 que em Epace-10. Aos 21 de deficiência 

hidrica foi observada uma redução 21,3 % no ácido transhexadecenóico (16:1t) 

em relação as plantas do tratamento controle. Esta tendência de redução do 

ácido transhexadecenóico foi mantida mesmo 24 horas após a reiidratação, ou 

seja, as plantas reiidratadas apresentaram uma redução de 23,1 % em relação 

ao controle de 23 dias. Um pequeno aumento nos teores dos ácidos palmítico e 

esteárico também foi observados nas plantas do tratamento de 21 dias de 

deficiência hídrica. 

As outras categorias lipidicas analisadas, ou seja, LN e PL (PA, PE, PI, e 

PS), não apresentaram variações importantes em resposta aos tratamentos de 

deficiência hídrica aplicados (Tabela 8). Resultados semelhantes também foram 

observados para a cultivar Epace-10 (Tabela 6). 

A análise da distribuição dos ácidos graxos (em %) para as plantas do 

cultivar Epace-11, revelou variações mais importantes quando comparada com 

os resultados obtidos para o cultivar Epace 10. 
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Tabela 5 - Teores em Ácidos Graxos (em %), obtidos por cromatografia gasosa, 

para MGDG, DGDG, em folhas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata L. Waip) 

para o cultivar EPACE-10. 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

MGDG Controle 3,8 0 0,5 0,6 2,8 92,3 
(Dia 0) ±4.1 
Controle 3,5 0 0,3 0,7 2,1 93,4 
(14 dias) ±3.3 
Estresse 3,1 0 0,4 0,6 3,1 92,8 
(14 dias) ±4.9 
Controle 3,1 0 0,6 0,6 4,5 91,2 
(21 dias) ±6.1 
Estresse 7,8 0 2,7 2,6 7,8 78,1 
(21 dias) ±5.2 
Controle 2,9 0 0,7 0,7 3,2 92,5 
(23 dias ±3.8 
Reiirigado 2,7 0 0,6 0,9 3,9 91,9 

±3,9 
DGDG Controle 11,8 0 3,1 1,2 6,6 77,3 

(Dia 0) ±4.5 
Controle 11,5 0 2,9 0,9 4,9 79,8. 
(14 dias) ±4.8 
Estresse 12,3 0 2,8 0,8 3,4 80,7 
(14 dias) ±4,2 
Controle 11,8 0 3,3 1,1 4,4 79,4 
(21 dias) ±3.9 
Estresse 12,7 0 3,6 1,8 4,6 77,3 
(21 dias) ±3,7 
Controle 10,8 0 2,9 0,9 4,7 80,7 
(23 dias ±3.5 
Reiirigado 10,5 0 3,6 0,8 5,5 79,6 

±3.2 
PG Controle 44,4 29,7 5,8 8,8 3,2 8,1 

(Dia 0) ±2,1 ±1.5 
Controle 42,7 30,3 6,3 9,6 3,5 7,6 
(14 dias) ±2.0 ±1.7 
Estresse 41,2 32,4 6,1 9,8 3,1 7,4 
(14 dias) ±1.7 ±1.6 
Controle 41,9 31,3 6,6 7,3 3,8 9,1 
(21 dias) ±1.6 ±1.7 
Estresse 44,2 27,4 7,2 9,2 3,4 8,6 
(21 dias) ±2.1 ±1.4 
Controle 41,3 29,9 7,7 8,7 3,6 8,8 
(23 dias ±2.2 ±1,3 
Reiirigado 42,1 28,3 7,5 9,6 3,1 9,4 

±1.9 ±1.2 
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Tabela 6 - Teores em Ácidos Graxos (em %), obtidos por cromatografia gasosa, 
para LN, PC e PL, em folhas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp) para 

o cultivar EPACE-10. 

Classes 
Lioidicas 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 ' 	18:3 

LN Controle 19,4 27,2 6,8 9,3 7,8 29,5 
(Dia 0) ±0.5 ±1.1 ±0.9 
Controle 19,9 28,1 6,5 8,4 8,3 28,8 
(14 dias) ±0,4 ±1.2 ±1,2 
Estresse 18,5 28,6 7,9 9,7 7,2 28,1 
(14 dias) ±0,5 ±1.3 ±1.3 
Controle 18,4 29,5 6,7 7,9 7,7 29,8 
(21 dias) ±0.6 ±1.2 ±1.1 
Estresse 21,3 39,4 7,2 6,9 7,1 28,1 
(21 dias) ±0.9 ±2.1 ±1.2 
Controle 21,9 28,1 6,7 6,7 7,9 29,7 
(23 dias ±0.8 ±2.2 ±0.9 
Reiirigado 21,3 29,3 7,3 6,8 7,1 28,2 

±0.7 ±1.8 ±0.8 
PC Controle 31,7 0 6,8 7,9 13,8 39,8 

(Dia 0) ±2.1 ±1.7 
Controle 32,6 0 6,4 8,8 13,7 38,5 
(14 dias) ±1.9 ±1.5 
Estresse 32,4 0 6,4 10,9 12,1 38,2 
(14 dias) ±1,8 ±1,4 
Controle 32,3 0 5,9 10,2 12,5 39,1 
(21 dias) ±1.8 ±1.3 
Estresse 35,6 0 6,2 8,3 11,1 38,8 
(21 dias) ±1,7 ±1,8 
Controle 34,5 0 6,9 9,6 11,8 37,2 
(23 dias ±1.6 ±1.8 
Reiirigado 34,8 0 6,7 10,4 10,2 37,9 

±1.4 ±1.7 
PL Controle 32,7 0 7,9 3,8 16,9 38,7 

(Dia 0) ±1,6 ±0,5 ±1,7 
Controle 32,8 0. 8,0 3,7 18,1 37,4 
(14 dias) ±1.5 ±0.4 ±1.8 
Estresse 31,3 0 9,7 3,1 18,7 37,5 
(14 dias) ±1.2 ±0.7 ±1.5 
Controle 33,4 0 6,5 2,9 18,9 38,3 
(21 dias) +1 3 ±0.7 ±1.9 
Estresse 32,7 0 9,4 2,7 17,3 37,9 
(21 dias) ±1,2 ±0,6 ±1,8 
Controle 34,2 0 6,7 2,8 18,7 37,6 
(23 dias ±1,4 ±0,9 ±1,6 
Reiirigado 35,4 0 8,7 2,5 17,5 35,9 

±1,3 ±0,6 ±1,7 
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Tabela 7 - Teores em Ácidos Graxos (em %), obtidos por cromatografia 
gasosa, para MGDG, DGDG, em folhas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata L. 

Walp) para o cultivar EPACE-11. 

Classes 
Liold iras 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

MGDG Controle 2,9 0 0,3 0,9 4,7 91,2 
(Dia 0) ±5,8 
Controle 2,7 0 0,4 0,7 3,4 92,8 
(14 dias) ±5.7 
Estresse 3,3 0 0,8 0,8 4,5 90,1 
(14 dias) ±4.8 
Controle 2,8 0 0,7 0,5 4,2 91,8 
(21 dias) ±5.1 
Estresse 8,3 0 3,8 2,8 8,8 72,3 
(21 dias) ±4.9 
Controle 2,8 0 1,0 1,0 3,9 93,3 
(23 dias ±5.2 
Reiirigado 3,9 0 0,8 0,6 5,6 79,1 

±5.0 
DGDG Controle 11,7 0 3,3 0,9 7,5 76,6 

(Dia 0) ±4.7 
Controle 11,5 0 3,2 0,8 6,6 77,9 
(14 dias) ±4,1 
Estresse 11,8 0 4,6 0,6 7,8 75,2 
(14 dias) ±3.8 
Controle 11,1 0 3,4 1,3 5,9 78,3 
(21 dias) ±4.2 
Estresse 14,9 0 4,5 1,4 7,0 72,2 
(21 dias) ±4,1 
Controle 12,2 0 2,7 0,7 6,9 77,5 
(23 dias ±4.3 
Reiirigado 13,3 0 2,6 0,8 8,8 74,5 

±4.0 
PG Controle 42,5 29,6 6,1 9,1 3,5 9,2 

(Dia 0) ±1.9 ±1.1 
Controle 41,1 28,4 6,8 11,1 3,7 8,9 
(14 dias) ±1.8 ±1.2 
Estresse 45,8 27,5 6,5 10,2 2,9 7,1 
(14 dias) ±2.1 ±1.5 
Controle 42,9 28,8 6,6 9,3 3,8 8,6 
(21 dias) ±2.2 ±1.6 
Estresse 47,5 21,5 8,5 11,2 3,8 7,5 
(21 dias) ±1,8 ±1,4 
Controle 42,4 28,8 6,6 10,9 3,4 7,9 
(23 dias ±1,7 ±1,3 
Reiirigado 45,1 22,1 9,5 13,1 3,9 6,3 

±1,9 ±1,7 
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Tabela 8 - Teores em Ácidos Graxos (em %), obtidos por cromatografia gasosa, 
para LN, PC e PL, em folhas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp) para 
o cultivar EPACE-11. 

Classes 
Liaidicas 

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 

LN Controle 
(Dia 0) 

18,5 
±0.5 

31,3 
±1.5 

8,1 12,9 3,9 25,3 
±1.2 

Controle 
(14 dias) 

19,3 
±0,7 

32,2 
±1,7 

5,5 11,9 5,8 25,3 
±0,9 

Estresse 
(14 dias) 

20,1 
±0.4 

31,3 
±1.6 

5,6 12,7 6,2 24,1 
±1.1 

Controle 
(21 dias) 

20,7 
±0.8 

31,8 
±1.9 

5,9 12,9 5,8 22,9 
±1.0 

Estresse 
(21 dias) 

21,7 
±0.9 

30,8 
±1.5 

8,3 13,9 6,2 19,1 
±0.9 

Controle 
(23 dias 

20,3 
±0.7 

31,3 
±1.3 

8,1 13,5 6,1 20,7 
±0.9 

Reiirigado 22,8 
±0,6 

29,1 
±1,6 

7,7 14,5 6,8 19,1 
±1,1 

PC Controle 
(Dia 0) 

30,6 
±1.7 

0 5,6 10,6 11,6 41,3 
±2.1 

Controle 
(14 dias) 

31,1 
±1.6 

0 5,9 11,8 11,7 39,5 
±1.9 

Estresse 
(14 dias) 

32,8 
±1,5 

0 5,8 13,1 11,2 37,1. 
±1,7 

Controle 
(21 dias) 

31,9 
±1.4 

0 5,7 11,4 11,8 39,2 
±1.9 

Estresse 
(21 dias) 

36,5 
±1.9 

0 5,4 9,9 11,7 38,5 
±1.8 

Controle 
(23 dias 

35,9 
±1,2 

0 6,1 9,3 11,2 37,5 
±2,1 

Reiirigado 33,9 
±1.1 

0 6,9 10,5 10,8 37,9 
±1.9 

PL Controle 
(Dia 0) 

31,8 
±1.6 

0 7,1 4,1 18,8 
±0.9 

38,2 
±1.7 

Controle 
(14 dias) 

30,1 
±1.4 

0 8,5, 3,1 19,2 
±1.2 

38,6 
±1.5 

Estresse 
(14 dias) 

29,8 
±1.3 

0 10,1 3,5 18,7 
±1.1 

37,9 
±1.6 

Controle 
(21 dias) 

30,3 
±1.1 

0 11,6 2,9 18,9 
±0.8 

36,3 
, 	±1.2 

Estresse 
(21 dias) 

31,2 
±1.3 

0 7,7 3,7 18,2 
±1.3 

39,2 
±1.9 

Controle 
(23 dias 

20,1 
±0,6 

0 9,1 3,9 18,1 
±1,2 

38,7 
±2,1 

Reiirigado 32,4 
±1,4 

0 9,8 

_ 

2,4 16,8 
±1,1 

38,6 
±1,9 
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De forma semelhante à encontrada para o cultivar Epace-10, as variações 

mais importantes foram observadas para os galactolipideos MGDG e DGDG e 

para o fosfolipídeo PG, nas plantas submetidas à deficiência hídrica. Embora 

haja esta semelhança de comportamento, as variações observadas em Epace-

11 foram muito mais importantes que para Epace -10. 

As alterações observadas, principalmente nas plantas do cultivar Epace-

11 submetidas à deficiência hídrica, quando comparadas ao cultivar Epace-10, 

confirmam a maior tendência de fragilidade dessas plantas em resposta ao 

estresse hídrico. Quando se estabelece uma comparação entre o teor em massa 

das categorias lipidicas e as porcentagens em ácidos graxos, pode-se encontrar 

uma correlação positiva entre a degradação de MGDG e a diminuição em acido 

linolênico, principalmente para as plantas do cultivar .Epace-11 submetidas à 

deficiência hídrica. Esta correlação fica mais evidente se forem comparadas às 

figuras 9b e a tabela 7. 

Uma diminuição na porcentagem em acido linolênico e aumento na 

porcentagem de acido palmítico, observada ao nível do MGDG para o cultivar 

Epace-11, em condições de deficiência hídrica, pode conduzir a uma 

desestruturação das membranas celulares. Esta desorganização membranar 

deve ocorrer principalmente ao nível das membranas dos cloroplastos, uma vez 

que o MGDG assim como o DGDG são os principais lipídeos presentes nessas 

membranas. Alem do mais, o PG, um outro lipídeo plastidial, também teve seus 

teores alterados em condições de salinidade em Epace-11, ao nível do ácido 

transhexadecenóico (redução de 21,5 %). O PG, juntamente com o acido 
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transhexadecenóico, possui um papel importante na absorção de energia 

luminosa ao nível do fotossistema II do aparelho fotossintético, dessa forma, a 

desorganização membranar induzida pela deficiência hídrica nestas plantas 

pode afetar a fotossintese e consequentemente a produtividade vegetal 

(LALAG UNA e AG UTO, 1990). 

Monteiro de Paula et a1. (1990 e 1993) e Pham Thi et al. (1990) 

encontraram resultados semelhantes trabalhando com feijão-de-corda, onde as 

plantas menos tolerante a deficiência hídrica sofreram modificações no balanço 

ácidos graxos saturados/ácidos graxos insaturados. O desequilíbrio neste 

balanço leva a alterações nos índices de insaturações dos lipídeos das 

membranas celulares. 

4. Índice de Insaturação dos Ácidos Graxos Totais e das Principais Classes 

Lípídicas 

O Índice de Insaturação para os Ácidos Graxos Totais confirmou a 

mesma tendência observada na analise dos teores desses ácidos, para as duas 

cultivares analisados, ou seja, uma redução acentuada para os ácidos graxos . 

poliinsaturados, em função da evolução da deficiência hídrica, para o cultivar 

Epace-11 e pouca variação para o cultivar Epace-10 (Figura 10). 

Para as plantas do cultivar Epace-10, pode-se observar uma pequena 

redução no Índice de Insaturação entre o controle do dia zero, controle aos 15 
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dias. Esta redução pode ser explicada pelo próprio comportamento das 

membranas celulares face ao estresse hídrico imposto (Figura 10). Uma redução 

de 14,28 % foi observada nas plantas aos 15 dias de estresse hídrico, em 

relação ao controle. Aos 21 dias de estresse, foi observada uma redução menor 

no Índice de Insaturação, ou seja, 8,7 % de redução, em relação às plantas 

controle de mesma idade. Vinte e quatro horas após o reinicio da rega, as 

plantas desta cultivar recuperaram o Índice de Insaturação de seus Ácidos 

Graxos Totais, pois as plantas do tratamento estressado tiveram praticamente o 

mesmo índice de Insaturação das plantas do tratamento controle. 

As plantas da cultivar Epace-11, apresentaram um comportamento 

diferenciado, em relação ao Índice de Insaturação, quando comparado com as 

plantas da cultivar Epace-10 (Figura 10). Estas plantas apresentaram um 

aumento de 15,8% no Índice de Insaturação, para o tratamento estressado de 

15 dias de suspensão da rega, em relação às plantas controle de mesma idade. 

Este aumento, possivelmente, pode ser explicado, como uma defesa da planta 

para manter suas membranas fluidas e metabolicamente ativas. Porem, aos 21 

dias de suspensão da rega, o decréscimo observado foi 35 % para as plantas 

submetidas ao regime de carência hídrica, em relação às plantas do tratamento 

controle; Esta tendência de redução do Índice de Insaturação dos Ácidos Graxos 

Totais foi mantida para as plantas da cultivar Epace-11, mesmo 24 horas após o 

reinicio da rega. 

Estes resultados tornam evidente um maior efeito do estresse hídrico 

severo (alcançado aos 21 dias de suspensão da rega) sobre o índice de 
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insaturação, para a cultivar Epace-11, quando comparado com a cultivar Epace-

10. Este fato está diretamente relacionado à redução observada no teor de ácido 

linolênico e conseqüente aumento do teor em ácido palmitico (Figura 9b). 



fiz Controle (Dia O) 

Controle (14 dias) 
ID Estresse 14 dias) 

Controle (21 dias) 

O Estresse 21 dias 

Ci Rega (Controle 23 dias) 

El Rega (Estresse 23 dias) 
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Epace-1 D 	Epace-11 

Figura lo - indice de Insaturação dos Ácidos Graxas Totais para as cultivares 

Epace-lo e Epace-1 i em plantas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata L. 

sNal p). 
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Reduções nos teores de ácidos graxas poliinsaturados podem induzir 

alterações metabólicas ao nível das membranas celulares, principalmente, 

quando acompanhada de aumento no teor de ácidos graxos saturados, como o 

acido palmitico, por exemplo, condiciona uma maior rigidez nas membranas 

celulares. Estas membranas se tornariam, consequentemente, menos eficientes 

na compartimentação das reações enzimáticas, devido a esta alteração da 

composição inicial em ácidos graxos. O metabolismo celular seria, portanto 

afetado em resposta ao estresse hídrico, devido ao fato dos lipideos estruturais 

das membranas efetuarem de forma menos eficiente a permeabilidade seletiva. 

Isto induz processos de senescência precoce e conseqüente perda de 

produtividade do vegetal (SYLVESTER e PAULIN, 1987; DUXBURY et al., 1991; 

MONTEIRO DE PAULA et al., 1990; FERRARI-ILIOU et al., 1994). 

O índice de Insaturação para as classes lipídicas foi analisado apenas 

para o MGDG e para o PC, uma vez que estas categorias lipídicas são as 

representantes majoritárias para os galactolipideos e fosfofolipídeos, 

respectivamente (Figura 11). Estes resultados confirmam a tendência observada 

para o Índice de Insaturação analisado para os Ácidos Graxos Totais (Figura 

10). 

As plantas do cultivar Epace-10 apresentaram menor variação do Índice 

de Insaturação, para o MGDG e também para o PC, tanto para as plantas 

mantidas irrigadas como para as plantas submetidas a deficiência hidrica. 
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Figura 11 - Ìndice de Insaturação, em porcentagem, em MGDG e PC, a partir de 

extratos lipofilicos de folhas de feijão-de-corda (Vigne unguiculate L. Walp) para 

os cultivares Epace-10 (A) e Epace-11 (B). 
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As plantas do tratamento irrigado, mantiveram sempre seus Indices de 

Insaturação por volta de 4 %, para o MGDG, enquanto que para o PC, o Índice 

de Insaturação ficou situado por volta dos 2,5 %, também para as plantas 

irrigadas. As plantas submetidas à deficiência hidrica apresentaram a menor 

redução no 14° dia de suspensão da rega, ou seja, uma redução de 9,5 % em 

relação as plantas controle de mesma idade (Figura 11a). Tanto para o MGDG 

como para o PC, 21 dias de suspensão de rega não foram suficientes para 

afetar os Índices de Insaturação dessas categorias lipídicas. Estes resultados 

confirmam a tendência observada para o Índice de Insaturação dos Ácidos 

Graxos Totais, onde este mesmo nível de estresse reduziu em apenas 8,7 % o 

Índice de Insaturação neste cultivar (Figura 10). Após o reinicio da rega as 

plantas submetidas à deficiência hídrica apresentaram valores de Índice de 

Insaturação muito próximos aos observados para as plantas do tratamento 

controle. 

A analise do Índice de Insaturação para as plantas da cultivar Epace-11, 

de forma semelhante à observada para o cultivar Epace-10, revela pouca 

alteração para as plantas mantidas irrigadas, tanto para o MGDG como para o 

PC (Figura 11b). As plantas submetidas à deficiência hidrica, porém, 

apresentaram um comportamento bem diferente do observado para o cultivar 

Epace-10, tanto para o MGDG como para o PC. Para o MGDG o Índice de 

Insaturação já foi reduzido, de forma importante, aos 15 dias de suspensão da 

rega, ou seja, 26,2 % de redução em relação as plantas irrigadas. Aos 21 dias 

de estresse hídrico, estas plantas apresentaram uma redução de 33,3 % em 
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relação ao tratamento controle. Mesmo após o reinicio da rega, esta tendência 

não foi alterada. Para o PC, o Índice de Insaturação diminuiu somente aos 15 

dias de estresse hídrico, com uma redução de 9,5 % em relação ao controle. 

Aos 21 dias de suspensão da rega, o Índice de Insaturação do PC teve um 

aumento de 20 % em relação ao controle, e mesmo após o reinicio da rega, esta 

tendência foi mantida. 

Monteiro de Paula et al. 1990) encontraram resultados semelhantes 

também trabalhando com dois cultivares de Vigna unguiculata, onde os Índices 

de Insaturação para o MGDG decresciam de forma expressiva no cultivar menos 

tolerante ao déficit hídrico enquanto que para o PC, ocorria um aumento em 

função da intensidade da deficiência hídrica. 

O turnover do PC é muito intenso nas plantas, pois estas precisam 

renovar constantemente seus lipídeos membranares. Possivelmente, neste 

trabalho, a degradação de MGDG, observada pela diminuição do Índice de 

Insaturação, é revertida para síntese de PC, em uma tentativa das plantas desta 

cultivar de recuperarem seus lipídeos de membranas e consequentemente seus 

níveis iniciais de insaturação. Pham Thi et al. (1990) e Monteiro de Paula et al. 

(1993) confirmaram o alto turnover do PC, em detrimento da degradação do 

MGDG em cultivar de Vigna unguiculata menos tolerante a seca. 

Os resultados obtidos através da analise do Índice de Insaturação para os 

Ácidos Graxos totais e para as categorias lipídicas, confirmam a menor 

tolerância da cultivar Epace-11 ao déficit hídrico, em relação a cultivar Epace-10. 



5. Análise de atividade das diferentes enzimas antioxidativas 

A análise de atividade das enzimas do sistema de destoxificação celular 

mostrou comportamentos diferenciados para os dois cultivares estudados, tanto 

em função do tempo quanto em função dos tratamentos de deficiência hídrica 

aplicados. 

A atividade da enzima SOD para o cultivar Epace 10 apresentou 

aumentos crescentes tanto em função do tempo, para as plantas dos 

tratamentos controle, como em função dos tratamentos de deficiência hídricos 

aplicados (Figura 12). Mesmo 24 horas após o reinicio da rega, as plantas deste 

cultivar não alteraram a tendência de aumento de atividade da SOD. As plantas 

do tratamento estressado, após a reiirrigação, apresentaram os mais altos níveis 

de atividade da SOD, com um aumento de 175 % em relação ás plantas controle 

aos 14 dias (Figura 12). 

As plantas do cultivar Epace 11, apresentaram comportamento 

semelhante para a atividade da SOD, em relação ao cultivar Epace 10, ou seja, 

aumentos na atividade tanto para as plantas controle como para as plantas 

submetidas à deficiência hídrica (Figura 12). Porém o nível mais elevado de 

atividade para a SOD não foi obtido após a reiirrigação, e sim para as plantas do 

tratamento estressado de 21 dias, ou seja, 212 % de aumento em relação ao 

controle de 14 dias (Figura 12). 
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Figura 12 — Atividade especifica da enzima SOD em folhas de feijão-de-corda 

(digna unguiculata L. VValp), para os cultivares Epace 10 e Epace 11. 
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O aumento de atividade da SOD, para as plantas não submetidas aos 

tratamentos de deficiência hídrica, não era esperado. Este aumento de atividade 

enzimática pode ter sido ocasionado pelo próprio envelhecimento natural das 

plantas, com a conseqüente produção de espécies reativas de oxigênio. 

A atividade da SOD em plantas submetidas à deficiência hídrica, não é 

muito estudada. Balakumar et a/.(1993) encontraram aumento na atividade 

especifica da SOD em plantas submetidas à deficiência hídrica e também a 

tratamentos de UV-B. Estes autores sugerem que o aumento de atividade da 

SOD estaria relacionado a participação dessa enzima na eliminação das 

espécies reativas de oxigênio, formadas em resposta aos estresses impostos. 

A atividade da CAT para as plantas do cultivar Epace 10, foi sempre 

superior nas plantas submetidas aos diferentes tratamentos de deficiência 

hídrica, em relação aos controles de mesma idade. O maior aumento de 

atividade específica da CAT foi observado para as plantas estressadas de 14 

dias de suspensão da rega, ou seja, um aumento de 80 % em relação as plantas 

controle de mesma idade. A partir do 14°  dia de suspensão da rega, pode-se 

observar decréscimos gradativos na atividade da CAT para o 21°  de deficiência 

hídrica e também para as plantas reiirrigadas. No entanto, deve-se salientar, que 

embora tenha havido este decréscimo de atividade da CAT nas plantas 

submetidas à deficiência hídrica, os valores de atividades específicas foram 

sempre superiores aos observados para as plantas controle. 

Hernandes et al. (1993) encontraram reduções de atividade específica da 

CAT tanto em Phaseolus vulgaris como em Vigna unguiculata quando 
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submetidas à deficiência hídrica. Bafiani, et a1. (1990) encontraram aumentos de 

atividade tanto da SOD como da CAT e da PDX em plantas submetidas à 

deficiência hídrica, sugerindo que estas enzimas, podem se constituir em uma 

defesa contra a formação de radicais livres causadas péla deficiência hídrica. 

A atividade da catalase nas plantas do cultivar Epace 10 apresentou 

decréscimo gradativo tanto para as plantas controle, como para as plantas 

submetidas aos diferentes níveis de deficiência hídrica. O decréscimo de 

atividade específica para a CAT, nas plantas controle, pode ser devido à própria 

senescência natural destas plantas (Figura 13). 0 decréscimo em atividade 

para a CAT, nas plantas controle de 23 dias, foi de 73% em relação ao controle 

de 14 dias. A atividade específica da CAT para as plantas submetidas à 

deficiência hídrica, embora tendo um decréscimo gradativo em função do tempo 

e dos tratamentos de deficiência hídrica aplicados, sempre foi superior a 

atividade observada nas plantas dos tratamentos controle. Este comportamento 

foi semelhante ao observado para a enzima SOD, neste mesmo cultivar. 

As plantas da cultivar Epace 11 tiveram um comportamento semelhante 

ao observado para as plantas da cultivar Epace 10, em relação a atividade da 

CAT (Figura 13), isto é, decréscimos gradativos de atividade específica, em 

função do tempo e da deficiência hidrica. O decréscimo na atividade específica 

para a CAT foi mais evidente para a cultivar Epace 11 que para Epace 10, em 

resposta à deficiência hidrica. O menor valor de atividade para CAT foi 

observado aos 23 dias de plantio, isto é, 24 horas após o reinicio das rega, com 
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Figura 13 — Atividade específica da enzima CAT em folhas de feijão-de-corda 

(Vigna unguiculata L. VValp), para os cultivares Epace 10 e Epace 11. 
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uma redução de 73% em relação ao controle do início do período experimental. 

Este fato comprova uma menor eficiência das plantas do cultivar Epace 11 em 

relação a Epace 10, na utilização da enzima CAT para remoção do peróxido de 

hidrogênio formado em resposta ao estresse hídrico. 

Segundo Schanaider (2003), quando os teores de catalase e de SOD 

diminuem em um tecido, este tecido perde sua capacidade de proteção contra a 

produção e acúmulo de radicais livres, em outras palavras, as células não 

estariam mais habilitadas a eliminares estas moléculas de elevada toxicidade. 

Grande redução na atividade da CAT pode ter como conseqüência uma 

superprodução de superóxidos e peróxido de hidrogênio, induzidas pela 

senescência, que por sua vez pode ter sido provocada tanto pelo estresse salino 

como pelo estresse hidrico Del Rio et a/. (1998). Segundo estes autorees, este 

excesso de produção de ROS, pode ser aliviado em certas plantas, pela 

mobilização das enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, presentes geralmente 

nos peroxissomos. 

A enzima APX apresentou atividade específica variando de forma 

semelhante à observada para SOD e CAT para as plantas do cultivar Epace 10, 

ou seja, decréscimos gradativos de atividade tanto para as plantas controle 

quanto para as plantas submetidas là deficiência hídrica (Figura 14). Ainda de 

forma semelhante aos resultados encontrados para SOD e CAT, a atividade 

específica da APX, para as plantas estressadas foi sempre superior à observada 

para as plantas controle. 
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Figura 14 — Atividade especifica da enzima APX em folhas de feijão-de-corda 

(Vigna unguiculata L. VValp), para os cultivares Epace 10 e Epace 11. 
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Para as plantas docultivar Epace 11, foi observado um decréscimo gradativo 

de atividade para APX nas plantas controle, em resultados semelhantes aos 

observados para Epace 10 (Figura 14). Entretanto, para as plantas submetidas 

aos tratamentos de deficiência hidrica, estas plantas se diferenciaram da cultivar 

Epace 10. Um decréscimo de 63% para o tratamento de estresse aos 14 dias 

após a suspensão da rega, em relação ao controle de mesma idade. Aos vinte 

um dias, um aumento de cerca de 15 já foi observado em relação ao estresse de 

14 dias. Esta tendência de aumento de atividade da APX não foi revertida, 

mesmo 24 horas após o reinicio da rega, com as plantas reiirrigadas (23 dias) 

apresentando um aumento de atividade de 68% em relação ao controle de 

mesma idade (Figura 14). 

Jimenez et al. (1997) também afirmaram que a função do ciclo SOD-CAT, 

não é verdadeiramente ativo em todas as plantas, para eliminação das espécies 

reativas de oxigênio. As plantas podem lançar mão de outros ciclos de 

destoxificação, como, por exemplo, SOD-APX-Glutationa e também utilizar os 

sistemas não enzimáticos, como Vitamina E e carotenóides na eliminação dos 

radicais livres (BRAY et al., 2000). 

A análise da atividade específica para a enzima peroxidase dos fenóis 

(PDX) evidenciou um comportamento semelhante ao observado para SOD, CAT 

e APX, nas plantas controle do cultivar Epace 10, um decréscimo gradativo na 

atividade desta enzima em função do tempo e da senescência natural destas 

plantas (Figura 15). As plantas submetidas à deficiência hidrica também 

apresentaram decréscimos de atividade especifica da PDX Para o cultivar 
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Epace 11, pode-se observar um comportamento diferenciado em relação a 

Epace 10, tanto para o tratamento controle, como para as plantas submetidas á 

deficiência hídrica. As plantas do tratamento controle praticamente não 

apresentaram variações na atividade da PDX em função do tempo (Figura 15). 

Entretanto as plantas deste cultivar submetidas aos tratamentos de deficiência 

hídrica apresentaram um grande aumento de atividade aos 14 dias de estresse 

(cerca de 120% em relação ao controle). Aos 21 dias de estresse hídrico, o 

aumento de atividade específica para a PDX foi de cerca de 85%. Mesmo após 

o reinicio da rega, foi observado um aumento de atividade de cerca de 25% em 

relação ao controle de mesma idade (23 dias). 

As plantas do cultivar Epace 11 demonstraram uma maior atividade 

específica quando submetidas aos tratamentos de deficiência hídrica, se 

comparadas ao cultivar Epace 10. Segundo Cakmak e Horst (1991) a atividade 

das peroxidases é quase sempre aumentada em resposta a alguma forma de 

estresse, se constituindo, portanto, uma proteção contra processos oxidativos 

celulares. De acordo com Sreenivasulu et a/. (1999) o aumento na produção das 

espécies reativas de oxigênio pode ser o grande responsável pelo processo de 

peroxidação dos lipídeos das membranas celulares e o nivel desses danos, 

pode ser evitado por um sistema enzimático constituído por diferentes enzimas 

de destoxificação, como por exemplo, SOD, CAT, APX, PDX, entre outras. 

O mecanismo de destoxificação para o cultivar Epace-10 é possivelmente 

mais eficiente que o observado para o cultivar Epace-11. Para Epace-10, foram 

constatados dois mecanismos ativos antioxidantes em condições de deficiência 
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hídrica, ou seja, foram observados aumentos das atividades especificas tanto do 

sistema SOD-CAT como do sistema SOD-APX, conferindo dessa forma, uma 

maior proteção as plantas deste cultivar à ação dos radicais livres. Entretanto 

para as plantas do cultivar Epace-11, não foi encontrada atividade especifica 

aumentada para o sistema SOD-CAT, em resposta ao estresse hídrico. As 

plantas deste cultivar, apresentaram somente como proteção à ação dos 

radicais livres, o sistema SOD-APX, mostrando assim, uma menor eficiência no 

mecanismo de destoxificação celular. Consequentemente, as plantas deste 

cultivar se tornam mais susceptíveis aos danos causados pelo excesso de 

radicais livres. Epace 11 apresentou uma atividade maior para a enzima PDX, 

em relação a Epace 10, em resposta ao estresse hídrico, porém este sistema 

enzimático não é comprovadametne muito eficiente no processo de 

destoxificação, quanto aos sistemas SOD-CAT e SOD-APX. 

Segundo o mecanismo de ação das enzima de destoxificação proposto 

por Bray et al. (2000), as plantas do cultivar Epace 10 utilizariam tanto a via 

superóxido dismutase-catalase como a via ascorbato peroxidase—glutationa 

redutase, e em menor escala, o sistema PDX, no processo de eliminacao dos 

radicais livres produzidos em resposta ao estresse hídrico. Ainda segundo os 

mecanismos propostos pelos autores anteriormente citados, as plantas do 

cultivar Epace 11 utilizariam como via efetiva de destoxificacao,o sistema SOD-

APX, em condições de estresse salino, e também em menor escalla, o sistema 

PDX. Este fato pode ser observado nas figuras 12, 13 ,14 e 15. 
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DISCUSSÃO GERAL 

Este trabalho foi realizado em duas etapas, denominadas de Experimento I 

e Experimento II. No experimento I as plantas dos cultivares Epace 10, Epace 11, 

Epacel e BR 10 Piauí foram analisadas em parâmetros mais fisiológicos, como 

status hídrico, resistência de membranas e lipídeos totais. Enquanto que no 

Experimento II, os cultivares Epace 10 e Epace 1, tiveram analisados o teor de 

lipideos peroxidados, ácidos graxos totais, as diferentes categorias lipidicas, 

índice de insaturação e análise das diferentes enzimas antioxidantes. 

No estudo do status hídrico foi observadas uma menor tolerância do 

cultivar Epace 11 e uma maior tolerância do Epace 10. Os cultivares Epace 1 e BR 

10 Piauí. Não tiveram um comportamento bem definido em relação ao estresse 

hídrico. 

As membranas celulares dos cultivares estudados foram afetadas pelo 

estresse hídrico, fato comprovado pelo aumento da perda de integridade destas 

membranas. A perda de integridade pode estar correlacionada com o aumento da 

degradação de lipídeos típicos de compartimentos plastidias, aumentando a 

passagem passiva a diferentes íons e moléculas. Os danos provocados nas 

membranas celulares foram mais evidentes para os cultivares Epace 11 e BR _ 10 

Piauí, nos diferentes níveis de deficiência hídrica, em relação aos outros 

cultivares. 

O teor de lipideos totais reflete diretamente o nível estrutural das 

membranas celulares. O cultivar Epace 11 apresentou elevados danos em suas 

membranas e teve também seus teores de lipídeos totais reduzidos de forma 
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importante, mesmo após a reiirrigação, este cultivar apresentou um grande 

decréscimo em relação ao controle. 

Em função dos resultados obtidos nas diferentes análises do experimento I, 

foram escolhidos os cultivares Epace 10 e Epace 11 para a segunda parte deste 

trabalho, denominado de Experimento II. O cultivar Epace 11 se apresentou como 

menos tolerante à deficiência hídrica, enquanto que o cultivar Epace 10 foi tido 

como o mais tollerante nas diferentes análises realizadas. 

Os danos ao nível das membranas celulares, também puderam ser 

confirmados pelos resultados obtidos na análise de lipideos peroxidados. As 

membranas celulares possivelmente tiveram sua permeabilidade passiva 

aumentada em função da degradação de seus elementos estruturais, como por 

exemplo, os lipídeos. Epace 11 apresentou danos elevados nas membranas 

celulares, degradação acentuada dos lipídeos polares e também níveis 

aumentados no teor de lipídeos peroxidados, em relação ao cultivar Epace 10. Os 

aumentos nos teores de lipideos peroxidados para Epace 11 foram cerca de duas 

vezes maiores que os observados para Epace 10. 

Os teores de ácidos graxos totais também confirmaram a tendência 

anteriormente observada para EPACE 11, ou seja, danos elevados nas 

membranas celulares, degradação nos lipideos totais. A degradação acentuada 

dos ácidos graxos poliinsaturados, presentes principalmente nos plastídeos, pode 

ter conseqüências severas para as plantas deste cultivar, como por exemplo, 

redução na atividade fotossintética e alteração no metabolismo das células em 

geral. 
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As plantas do cultivar Epace 11 apresentaram não somente uma redução 

acentuada no teor de ácido linolênico, como também aumento no teor de ácido 

palmitica Esta modificação do balanço pré-existente entre os ácidos graxos das 

membranas celulares provoca urn desequilíbrio nestas estruturas, tornando estas 

membranas menos fluidas, isto é, mais rígidas induzindo a um metabolismo 

desacelerado nas células. A análise das diferentes categorias lipidicas evidenciou 

uma degradação mais acentuada para os galactolipideos, principalmente para 

MGDG e, sobretudo para o cultivar Epace 11. Tanto a diminuição no teor de 

ácidos graxos poliinsaturados totais, como a diminuição destes ácidos 

pertencentes aos galactolipídeos, acompanhada de aumentos no teor de ácidos 

graxos saturados, como por exemplo, o ácido palmítico, induziram reduções no 

índice de insaturação dos lipídeos membranares. Esta alteração no índice de 

insaturação pode por sua vez, modificar todo o metabolismo das membranas, 

tornando-as menos fluidas. Assim sendo, pode-se facilmente estabelecer uma 

correlação positiva entre o índice de insaturação, o teor de ácidos graxos 

poliinsaturados e a qualidade das membranas celulares. 

Diferentes fatores podem estar envolvidos nas alterações observadas nos 

teores e qualidade dos ácidos graxos, e conseqüentemente dos lipídeos 

membranares, em resposta à ação do estresse hídrico nas plantas. Uma redução 

da velocidade de biossíntese efou aumento nos processos degradativos podem 

ser responsáveis pela alteração na relação ácidos graxos saturadosfácidos graxos 

insaturados (Monteiro de Paula et al., 1993). Os processos degradativos dos 

lipídeos membranares podem ser de diferentes origens, como pela ação de 
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enzimas lipofílicas, como as lípases em geral (El-Hafid et ai., 1989) ou por ação de 

processos peroxidativos (Ferrari-Iliou et al., 1994). 

Neste trabalho, um possível papel protetor das enzimas SOD, CAT, APX e 

PDX foi observado em folhas de feijão-de-corda, no processo de destoxificação, 

ou seja, na remoção de diferentes formas de radicais livres produzidos em 

resposta ao estresse oxidativo, induzido pelo estresse hídrico. O aumento na 

atividade das enzimas SOD, CAT, APX e PDX não foi capaz de evitar o acúmulo 

de radicais livres nos tecidos foliares, pois tanto as plãntulas do cultivar Epace 10, 

e Epace 11. 0 cultivar Epace 10 mesmo tendo um importante aumento na 

atividade das enzimas SOD, CAT e APX ainda teve teores elevados de lipídeos 

peroxidados, embora estes teores sejam inferiores aos observados em Epace-11. 

Em Epace 11, foi observado um aumento pronunciado de SOD em resposta aos 

diferentes níveis de deficiência hídrica, enquanto a atividade especifica da CAT, 

decresceu gradativamente, em relação ao tratamento controle. As plantas 

submetidas á deficiência hídrica, dos dois cultivares estudados, apresentaram 

atividade da enzima APX superior aos tratamentos controle. Mesmo após o 

reinicio da rega, esta tendência não foi alterada, isto significando que a produção 

e/ou remoção dos radicais livres formados em resposta ao estresse hidrico foi 

mantida nos dois cultivares. 

A atividade da enzima peroxidase dos fenóis (PDX) mostrou ser mais 

elevada para o cultivar Epace 11 quando comparada com Epace 10. Este fato 

reforça a maior fragilidade do cultivar Epace 11 no combate e/ou formação de 

espécies reativas de oxigênio, uma vez que a PDX sendo mais ativa, estaria 

eliminando fenóis que atuariam como antioxidantes naturais nos vegetais. A 
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presença dos compostos fenólicos em plantas tem sido muito estudada por estes 

apresentarem uma importante atividade antioxidante e também por inibirem a 

oxidação lipidica (Nagem et al., 1992; Gamache et a(., 1993; ivanova et al., 1997; 

Aziz et al., 1998; Fernandez et al., 1998; Hollman e Katan, 1998). 

Os teores elevados observados na peroxidação de lipideos em Epace 11 

seriam, portanto o resultado de uma eliminação não muito eficiente das espécies 

reativas de oxigênio, tornando, portanto este cultivar mais susceptível a ação do 

estresse oxidativo. As plantas do cultivar Epace 11, teriam apenas como 

mecanismo de destoxificação, o sistema SOD-APX, enquanto que o cultivar Epace 

10 possui tanto o sistema SOD-CAT como SOD-APX, sendo, portanto, mais 

efetivo no processo de eliminação das espécies reativas de oxigênios produzidas 

em resposta à ação do estresse hídrico. A susceptibilidade do cultivar Epace 11 

em relação à deficiência hídrica se torna ainda mais grave, pela atividade 

crescente da enzima PDX, fragilizando, dessa forma, ainda mais, o sistema 

antioxidante destas plantas. 

Os resultados obtidos neste trabalho tanto na análise dos lipideos, ácidos 

graxos e índice de insaturação, como na atividade das diferentes enzimas do 

sistema de destoxificação nos dois cultivares estudados, evidenciaram uma menor 

tolerância do cultivar Epace 11, em relação a Epace 10 , à ação do déficit hídrico. 

A degradação acentuada dos ácidos graxos poliinsaturados, a redução do índice 

de insaturação, a menor atividade das enzimas de destoxificação e a maior 

atividade da enzima peroxidase dos fenóis, em Epace 11. Portanto, uma 

correlação negativa pode ser estabelecida entre os diferentes parâmetros 
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analisados para Epace 11 e a integridade membranar e conseqüentemente o 

próprio metabolismo celular. 
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