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Efeito do estresse hidrico em tabaco cultivado in vitro
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INTRODUCAO:

A baixa disponibilidade de agua no solo é considerada uma das causas mais comuns da
baixa produtividade agricola reduzindo significativamente rendimentos em lavouras, restringindo
as latitudes e os solos onde espécies, comercialmente importantes podem ser cultivadas,
afetando ndo somente os agricultores como também parte da sociedade que vive desta
economia.

Nessas condi¢cfes, varios processos metabdlicos nas plantas podem ser influenciados,
como o fechamento estomatico, o declinio na taxa de crescimento, o aciUmulo de solutos e
antioxidantes e a expressao de genes especificos de estresse (Singh-Sangwan et al., 1994;
Silva e Casali, 2000). Sao notaveis as modificagbes no metabolismo das plantas uma vez que
submetidas ao estresse hidrico podem apresentar acimulo de proteinas, aminoacidos dentre
eles a prolina, que estdo associados a tolerancia a essa condicdo desfavoravel, podendo ainda
ser considerado um mecanismo regulador da perda de agua mediante aumento da
osmolaridade celular que beneficiara a condutancia estomatica, a assimilacdo de CO, e a
expansao dos tecidos, além de permitir a assimilacdo da agua necessaria ao metabolismo
celular (Serraj & Sinclair, 2002), proporcionando a sua adaptacao ao estresse.

As Tioredoxinas sdo uma classe de enzimas que participam 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 hidrico sdo de grande importancia tendo em vista a
possibilidade de se obter plantas transgénicas eventualmente tolerantes ao estresse hidrico.

Neste contexto, o presente trabalho se propbs a avaliar os efeitos especificos do PEG
(polietilenoglicol 6000), agente utilizado para simular o estresse hidrico, no crescimento e
desenvolvimento de plantulas de tabaco nativas e transgénicas contendo uma construcao
antisense para um gene de tiorredoxina.

O PEG tem sido utilizado com sucesso em trabalhos de pesquisa para simular os efeitos
do déficit hidrico nas plantas, por ndo penetrar nas células, ndo ser degradado e ndo causar
toxidez, devido ao seu alto peso molecular (Hasegawa et al., 1984). Segundo Lawlor (1970), o
PEG é um agente com capacidade de aumentar a concentracdo osmotica das solucbes
nutritivas utilizadas em experimentos com plantas; tem a capacidade de simular seca, causando
dissecacdo na planta, bloqueando o movimento da agua pela diminui¢cdo do potencial hidrico do
meio onde crescem as raizes.

MATERIAIS 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 producdo de Tiorredoxina
inferior ao WT.
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Plantulas de tabaco (WT e MT) com 10 dias de idade apdés a germinagdo foram
inoculadas em tubos de ensaio, contendo pontes de sustentacdo, com meio de cultura basico
MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 30 g/L de sacarose na auséncia (controle)
e na presengca de 4 (quatro) concentragbes de PEG [109,5; 219; 328,5; 438 g/L]. 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 PEG [109,5; 219; 328,5; 438 g/L] com sete repeti¢des.

Os meios de cultura tiveram o seu pH ajustado para 5,8 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 escuro e
temperatura relativa de 25°C durante 30 (trinta) dias. Ao final deste periodo a altura das
plantulas foi medida, o niumero de folhas e a taxa de sobrevivéncia computados.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A exposicdo ao PEG 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
diminuicao de tais parametros é proporcional ao aumento da concentracdo em PEG as quais as
plantulas foram expostas e tal efeito € bem mais marcante no mutante antisense quando
comparado ao 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 € indcua a planta quanto ao crescimento em presenca de um estresse hidrico.
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Figura 1. Numero 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 PEG [109,5; 219; 328,5; 438 g/L].

Em geral a sobrevivéncia, de todas as plantulas submetidas durante um periodo de 30
dias ao PEG, nao foi afetada, embora tenha sido observado um decréscimo de 15% nas
plantulas de tabaco do tipo mutante (MT), submetidas a concentracdo de 109,5 g/L e do tipo
selvagem (WT) submetidas a concentracdo de 328,5 g/L. Em presenca de 438 g/L de PEG a
sobrevivéncia das plantulas de ambas variedades foi totalmente comprometida, tendo em vista
gue nenhuma delas sobreviveu em presenca de tal dose (Figura 2).
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Figura 02: Taxa de sobrevivéncia de plantulas de tabaco da variedade selvagem (WT) e do tipo mutante
(MT) na auséncia (controle) e na presenca de PEG [109,5; 219; 328,5; 438 g/L].
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CONCLUSAO:

Os resultados obtidos in vitro a partir dos parametros avaliados revelaram que as plantas
de tabaco do tipo mutante sdo mais sensiveis ao PEG e que as doses iguais ou superiores a
438 g/L de PEG séo letais as plantulas de tabaco.
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