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Efeito do estresse salino em tabaco cultivado in vitro
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INTRODUCAO:

O estresse salino representa um dos mais sérios fatores que limitam o crescimento e a
producdo das culturas, induzindo a modificacdes morfoldgicas, estruturais e metabdlicas nas
plantas superiores (I1zzo et al., 1991).

As estratégias adaptativas elaboradas pelas plantas para superar a salinidade buscam
limitar os efeitos dos fatores de estresse e ocorrem em diversos niveis de organizagdo. Os
mecanismos complexos para resisténcia aos estresses ibnicos e osméticos, provocados pelo
estresse salino, incluem o ajustamento osmatico e protecdo de estruturas subcelulares, através
do acumulo de solutos compativeis, como a glicinabetaina, prolina e poliéis (Bohnert et al.,
1999), também a manutencdo da “homoeostasis” ibnica intracelular, através da manutencéo de
alta relacdo K+/Na+ citosolica, seqliestro de ions tdxicos para o vacuolo ou extrusdo celular
(Zhu, 2003) e ainda a eliminacao de radicais reativos de oxigénio oriundos do estresse oxidativo
o qual é desencadeado pela salinidade (Cavalcanti et al., 2004).

As Tioredoxinas sdo uma classe de enzimas que participa do controle redox de muitos
processos celulares tais como: regulacdo da apoptose, da imunomodulacédo e da atividade de
fatores de transcricdo de um numero importante de genes atuando também na defesa
antioxidante e em processos reguladores dos niveis intra celulares de espécies reativas de
oxigénio (Nordberg & Arnér, 2001).

Sendo assim, estudos relacionados ao papel das tioredoxinas quanto a uma possivel
protecdo de plantas contra o estresse salino sdo de grande importancia tendo em vista a
possibilidade de se obter plantas transgénicas eventualmente tolerantes ao estresse salino.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento e
desenvolvimento de plantulas de tabaco nativas e transgénicas contendo uma construcao
antisense para um gene de tiorredoxina, quando submetidas a um gradiente de cloreto de sédio
[NaCl], agente utilizado para simular o estresse salino.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas plantulas de tabaco da variedade SR1 (Etzold et al,
1987), do tipo selvagem (WT) e mutantes antisense (MT) com uma producéo de Tiorredoxina
inferior ao WT.

Plantulas de tabaco (WT e MT) com 10 dias de idade apés a germinacdo foram
inoculadas em tubos de ensaio com meio de cultura basico MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com 30 g/l de sacarose na auséncia (controle) e na presenca de 4 (quatro)
concentracoes de NaCl (50; 100; 150 e 200mM).

Os meios de cultura tiveram o seu pH ajustado para 5,8 em seguida foi solidificado com
Agar (11g/l) e finalmente autoclavados durante 20 (vinte) minutos a temperatura de 121°C e 1
atm. Os tubos contendo as plantulas foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo
60 horas de luz e 8 de obscuridade e temperatura relativa de 25°C durante 30 (trinta) dias ao
final deste periodo a altura das plantulas foi medida e o numero de folhas e a taxa de
sobrevivéncia computados.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado organizado em arranjo fatorial
entre plantulas de tabaco da variedade SR1 do tipo selvagem (WT) e mutantes antisense (MT)
e cinco tratamentos com cloreto de sodio (NaCl) [0 (controle); 50; 100; 150 e 200 mM] com sete
repeticdes. Trinta dias apds o estresse salino foi medido a altura das plantulas, e o numero de
folhas e a taxa de sobrevivéncia computados.

RESULTADOS E DUSCUSSOES

A exposicéo ao sal afetou o crescimento e desenvolvimento, expresso pela producéo de
folhas e pela altura das plantulas de tabaco do mutante antisense (Figura 1 A-B). A diminuicdo
de tais parametros é proporcional ao aumento da concentracdo em NaCl as quais as plantulas
foram expostas. Tal resposta ndo foi observada nas plantulas do tipo selvagem (WT) que
expressam uma maior quantidade de tioredoxinas; Estes resultados indicam que a presenca do
transgene em antisense para um gene de tiorredoxina ndo € in6cuo a planta quanto ao
crescimento em estresse salino. Os resultados também sugerem a necessidade de se obter
plantas transgénicas expressando uma constru¢cdo sense para estudos comparativos com
plantas de tabaco do tipo selvagem utilizando concentracdes superiores a 200 mM de NacCl
bem como tempo de exposi¢cao ao sal superior a 30 dias.
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Figura 1. Namero médio de folhas (A) e altura média (B) de plantulas de tabaco da variedade selvagem
(WT) e do tipo mutante (MT) na auséncia (controle) e na presenca de NacCl (50; 100, 150 e 200mM).
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Em geral a sobrevivéncia, de todas as plantulas submetidas durante um periodo de 30
dias ao NaCl, ndo foi afetada, embora tenha sido observado um decréscimo de 29% nas
plantulas de tabaco do tipo mutante (MT), submetidas a concentragédo de 50mM foi observado
(Figura 2).
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Figura 2. Taxa de sobrevivéncia de plantulas de tabaco da variedade selvagem (WT) e do tipo
mutante (MT) na auséncia (controle) e na presenga de NacCl (50; 100, 150 e 200mM).

CONCLUSAO:

Os resultados obtidos in vitro a partir dos parametros avaliados revelaram que as plantas
de tabaco do tipo mutante sdo mais sensiveis ao NaCl.
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