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RESUMO 

 
O tabaco, pertencente a família Solanaceae, representa grande 

importância no setor produtivo brasileiro, sendo o Brasil, o segundo maior 
produtor de fumo mundialmente. As plantas do gênero Nicotiana são sensíveis 
as condições climáticas e sua produtividade é afetada negativamente com o 
desequilibro ambiental progressivo que vem ocorrendo nos últimos anos. Os 
fatores abióticos comprometem consideravelmente diversas culturas de 
interesse agroeconômico. A escassez de água decorrente da pluviosidade 
irregular compromete a qualidade da água alterando a concentração de sais no 
solo que prejudicam significativamente o desenvolvimento das plantas. A 
utilização do tabaco como organismo modelo permite avaliar os efeitos do 
estresse abiótico na planta, além de reunir dados importantes para o 
desenvolvimento de técnicas de melhoramento genético em outras culturas. A 
regulação de compostos voláteis (COVs) em plantas submetidas a diferentes 
estresses bióticos e abióticos configuram novas perspectivas de melhoramento 
em diferentes culturas. Baseado nisso, o presente trabalho avaliou 
fenotipicamente plantas de tabaco submetidas a estresse salino sob diferentes 
concentrações de NaCl, em que plantas emissoras foram capazes de sinalizar 
quimicamente plantas receptoras promovendo a preparação para um estresse 
futuro. As plantas receptoras apresentaram maior desempenho em tolerar o 
estresse salino, além de demonstrar um maior crescimento e acúmulo de 
biomassa. Através da análise do perfil químico, foi possível identificar variações 
entre a presença de triterpenos e flavonóides entre as amostras em plantas sob 
diferentes tratamentos. A influência do estresse salino nas plantas de tabaco 
induziu alterações nas concentrações de flavonóides e no processo de 
atividade antioxiante da planta. As plantas receptoras acumularam menores 
taxas de prolina em relação ao controle e as plantas emissoras, e o acúmulo 
reduzido deste osmólito vem sendo associada a variedades que apresenta 
maior tolerância quando submetidas à estresses abióticos. As informações 
reunidas neste trabalho configuram importantes perspectivas sobre o processo 
de interação planta-planta através de COVs, que poderão ser utilizadas para o 
desenvolvimento de variedades mais tolerantes e responsivas ao estresse 
salino.   

Palavras-chave: Tabaco; Estresse abiótico; COVs; Comunicação entre 
plantas. 
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ABSTRACT 

 

Tobacco, belonging to the Solanaceae family, represents great 
importance in the Brazilian productive sector, with Brazil being the second 
largest tobacco producer worldwide. Plants of the genus Nicotiana are sensitive 
to climatic conditions and their productivity is negatively affected by the 
progressive environmental imbalance that has occurred in recent years. Abiotic 
factors considerably compromise several crops of agroeconomic interest. The 
scarcity of water resulting from irregular rainfall compromises water quality by 
altering the concentration of salt in the soil that significantly harms the 
development of plants. The use of tobacco as a model organism makes it 
possible to evaluate the effects of abiotic stress on the plant, in addition to 
gathering important data for the development of genetic improvement 
techniques in other crops. The regulation of volatile compounds (VOCs) in 
plants subjected to different biotic and abiotic stresses configure new 
perspectives for improvement in different cultures. Based on this, the present 
work phenotypically evaluated tobacco plants subjected to saline stress under 
different concentrations of NaCl, in which emitting plants were able to 
chemically signal receptor plants, promoting the capacitation for a future stress. 
Receptor plants showed higher performance in tolerating saline stress, in 
addition to demonstrating greater growth and biomass accumulation. Through 
the analysis of the chemical profile, it was possible to identify variations 
between the presence of triterpenes and flavonoids among the samples in 
plants under different treatments. The influence of salt stress on tobacco plants 
has induced changes in flavonoid concentrations and in the plant's antioxidant 
activity process. Receptor plants accumulated lower rates of proline in relation 
to control and emitting plants, and the reduced accumulation of this osmolyte 
has been associated with varieties that show greater tolerance when subjected 
to abiotic stresses. The information gathered in this work configures important 
perspectives on the process of plant-plant interaction through VOCs, which can 
be used for the development of more tolerant and responsive varieties to saline 
stress. 

 
Key-words: Tobacco; Abiotic stress; VOCs; Communication between plants. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A fumicultura brasileira possui uma posição de destaque no cenário 

produtivo mundial, ocupando o segundo lugar no ranking de produção de plantas 

de tabaco e liderando a categoria de país que mais exporta este produto 

mundialmente. A produção anual de fumo no Brasil durante a safra de 

2020/2021 atingiu cerca de 628.487 toneladas em uma área plantada de 

273.356 hectares, gerando cerca de 6.6 bilhões de reais para a economia 

nacional (AFUBRA, 2022). A região sul é a maior produtora nacional, seguido do 

Nordeste, Norte e Sudeste (IBGE, 2022). O fumo brasileiro é exportado para 

diversos países, como Bélgica, China, Estados Unidos, Indonésia, Russia, 

Alemanha e Turquia (SINDITABACO, 2020) 

Além da importância econômica que o tabaco representa mundialmente, 

esta planta possui características importantes para o desenvolvimento de 

diversas pesquisas de melhoramento, sendo uma das plantas mais utilizadas 

para transformação genética como organismo modelo para outras espécies de 

interesse econômico (RANI; USHA, 2013). Em vista da necessidade de 

desenvolver novas variedades mais eficientes e tolerantes aos estresses bióticos 

e abióticos que ameaçam a produtividade de diversas culturas, a utilização do 

tabaco como organismo modelo permite a elucidação dos mecanismos de 

respostas de plantas sob diferentes condições de estresse, fornecendo 

informações importantes para possíveis aplicações biotecnológicas de 

melhoramento.  

Em relação aos estresses abióticos, as modulações climáticas ao longo 

dos anos têm desencadeado longos períodos de estiagem, irregularidades de 

chuvas e aumento gradual da temperatura (NEVES, 2010). No Brasil, os 

problemas decorrentes da seca, ainda se tornam mais agravantes diante das 

condições que estas regiões se encontram em relação à distribuição e 

disponibilidade de água para a manutenção das culturas, sendo necessário 

recorrer a estratégias para amenizar a baixa disponibilidade deste recurso, como 

a utilização de água com a presença de altas taxas de sais (SCHAFER et al., 

2001; ZARCH et al., 2015). Dentre as alternativas biotecnológicas para o 

melhoramento de plantas, a identificação de genes candidatos em respostas a 

condições de diferentes tipos de estresse têm se mostrado muito importante 
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para o desenvolvimento de variedades mais tolerantes e responsivas. A 

regulação de genes de compostos voláteis em plantas submetidas a diferentes 

estresses bióticos e abióticos configuram novas perspectivas de melhoramento 

em diferentes culturas (KALSKE et al., 2019). 

A partir da análise de bioinformática e leitura de artigos, foram 

encontrados dados importantes sobre genes de compostos voláteis candidatos 

em bancos de dados, com informações que apontam para novas perspectivas 

importantes sobre o papel destes genes em resposta a estresse hídrico. A 

análise fenotípica em plantas submetidas a estresse salino permitiu avaliar os 

efeitos de diferentes taxas de salinidade no desenvolvimento da planta, bem 

como, as possíveis interações na comunicação planta-planta a respeito da 

emissão de compostos voláteis como sinalizadores de alguns mecanismos de 

defesa à estresses abióticos, de forma que os padrões de emissão destes 

metabolitos são afetados significativamente diante das alterações ambientais. 

(LEO; SEO, 2014).  

 As análises químicas avaliaram a presença de classes de triterpenos e 

flavonóides nas amostras, estabelecendo um perfil químico comparativo 

revelando a ausência ou presença de diferentes compostos. A partir da análise 

do teor de prolina, dados importantes foram reunidos acerca dos diferentes 

níveis de concentração deste osmólito em plantas submetidas ou não ao 

estresse salino. Portanto, o presente trabalho permitiu compreender a influência 

da emissão de compostos voláteis em plantas de tabaco emissoras e receptoras 

submetidas à estresse salino, em vista de possíveis informações sobre as 

correlações entre a regulação de compostos voláteis e estresses osmóticos que 

acometem e afetam plantas de interesse econômico.
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O gênero Nicotiana tabacum 

 

 Pertencente a família Solanaceae, o tabaco é um planta originada das 

regiões tropicais e subtropicais do continente americano, sendo cultivada em 

todo o mundo. O gênero Nicotiana tabacum é alelotetraplóide e possui 48 

cromossomos, resultado do cruzamento entre Nicotiana tomentosiformis (2n=24) 

e Nicotiana sylvestrys (2n=24). Esta planta apresenta folhas de tamanho grande, 

flores brancas/rosadas, poucas ramificações e chega a atingir cerca de 2,5 

metros de altura. As espécies deste gênero são bastante sensíveis as condições 

climáticas, e são afetadas significativamente pelo aumento da temperatura e 

desequílibrio hídrico no solo (SIERRO et al., 2014; OLIVEIRA, 2016; CACEFO, 

2020). 

 Historicamente, a distribuição geográfica do tabaco pelo continente 

americano inicialmente foi consequência do processo de migração indígena, 

sendo trazidas para o Brasil através da movimentação de tribos locais, 

principalmente, da comunidade Tupi-guarani (SINDITABACO, 2019).  As tribos 

indígenas costumavam utilizar o tabaco em manifestações míticas e religiosas, 

no qual esta planta era considerada uma das mais importantes e sagradas para 

o desenvolvimento de diversos rituais. Além disso, o tabaco era utilizado como 

remédio para curar várias doenças,  no entanto, diante da sua importância, a 

manipulação desta planta era restrita aos pagés da tribo. O tabaco era utilizado 

em casos de ferimentos, cefaléia, dores de estômago, entre outros (CACEFO, 

2020).  

No continente europeu, estas plantas chegaram através das grandes 

navegações, as quais foram levadas com o objetivo medicinal e ornamental para 

serem cultivadas pela realeza portuguesa. Aos poucos, as informações sobre as 

propriedades medicinais e terapêuticas do tabaco foram difundidas para outros 

países da Europa, África e Ásia, tornado esta planta conhecida em todo o 

mundo em apenas um século (OLIVEIRA, 2016; SINDITABACO, 2019). A 

comercialização e o cultivo do tabaco passaram a ser difundida em diversos 

países, e no Brasil, esta cultura obteve destaque desde o século XVII, sendo um 

dos principais produtos a serem exportados na época. A representatividade 
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econômica e produtiva do tabaco para a esconomia brasileira está marcada na 

história nacional, e traz consigo resquícios da sua importância em símbolos e 

brasões com a imagem da planta nas armas da república do país 

(SINDITABACO, 2019). 

 A cadeia produtiva do tabaco envolve cerca de 2 milhões de pessoas, 

incluindo a indústria, transportadores e usinas de processamento, que destinam 

os produtos para a exportação, fábricas de cigarro e para o comércio varejista 

(AFUBRA, 2022). Existem duas classificações relacionadas ao processo de cura 

da espécie Nicotiana tabacum, o Tabaco de Estufa que inclui as cultivares da 

variedade Virginia e o Tabaco de Galpão que abrange as cultivares das 

variedades Burley, Comum e Maryland (SINDITABACO, 2019). Esta cultura se 

mantém sob um sistema mutualista, através da associação de outras culturas 

após a colheita do tabaco, dentre elas, feijão, milho, soja, outros grãos e 

pastagens (SINDITABACO, 2021). 

O ciclo de desenvolvimento do tabaco é relativamente curto e dura entre 

três a quatro meses gerando uma grande quantidade de sementes (SIERRO et 

al. 2014), desta forma, o produtor possui um retorno rápido entre o processo de 

cultivo e comercialização, bem como, possibilita a associação com outras 

culturas de interesse econômico. O ciclo curto desta planta é uma das 

características que mais interessam ao desenvolvimento de pesquisas para 

estudos de melhoramento genético, além da alta capacidade que este 

organismo tem em se regenerar ao ser cultivado in vitro (DHINGRA et al., 2009). 

A partir das característiscas favoráveis desta planta para a cultura de tecidos, o 

tabaco foi a primeira planta a ser transformada geneticamente, em detrimento da 

facilidade em estabelecer um protocolo de regeneração com altas taxas de 

sucesso (DHINGRA et al., 2009). 

 

2.2 Compostos voláteis Orgânicos (COVs)  

 

Os compostos orgânicos voláteis (COVs) são metabólitos secundários de 

característica lipofílica e com alto vapor de pressão na atmosfera. Estes 

metabólitos possuem funções nos processos fisiológicos e ecológicos da planta 

(LORETO & SCHNITZLER, 2010; LORETO et al., 2014). Os COVs estão 

envolvidos em diversos processos biológicos, de forma que, a regulação destes 
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metabólitos é bastante complexa e pode ser desencadeada por diversos fatores 

(LV et al., 2014, DUDAREVA et al., 2013).  

Os COVs são divididos em diferentes classes, sendo os terpenóides, os 

mais abundantes a serem encontrados. Os terpenos são compostos de 

degradação de ácidos graxos, fenilpropanóides e produtos derivados de 

aminoácidos (GERSHENZON, 1994). Estruturalmente, os terpenos são 

formados através da união de unidades de isopreno à cinco átomos de carbono 

(C5H8). Desta forma, a classificação destes metabólitos é resultando ao número 

de unidades encontradas em sua estrutura.  (THOLL, 2006a; THOLL, 2015; 

ABBAS et al., 2017). 

O COVs estão envolvidos em diversos processos biológicos, como por 

exemplo, o isopreno, sua emissão por plantas resulta em efeitos significativos na 

atmosfera e conferem às folhas maior termotolerância, considerando que os 

níveis de isopreno encontrados em folhas de dossel são bem maiores do que 

folhas no bosque (SHARKEY; WIBERLEY; DONOHUE, 2008). Estruturalmente, 

os terpenóides são os mais diversos e abundantes compostos voláteis 

encontrados. Eles atuam na defesa da planta e servem como atração de 

polinizadores, além de possuir grande importância na indústria alimentícia, 

farmacêutica e cosméstica (ABBAS et al., 2017; NAGEGOWDA, 2010; THOLL, 

2015).  

Os terpenos também estão relacionados com a proteção térmica dos 

tecidos foliares, estabilização da membrana e resistência à pragas e 

microorganimos, sendo encontrados em abundância em diversas espécies, 

como as do género Citrus, principalmente em folhas, flavedo e suco de frutas 

(DORNELAS; MAZZAFERA, 2007). A identificação e análise destes metabólitos 

em plantas são essenciais para estudos fisiológicos, moleculares, filogenéticos e 

taxonômicos, pois permitem elucidar as diferentes relações complexas entre os 

organismos e sua interação com o ambiente (LAMINE et al., 2018).  

 

2.3 Estresse abiótico e a emissão de COV’s  

 

Os compostos voláteis em plantas são regulados por diversos processos 

que estão relacionados diretamente com a interação com o ambiente. Entre eles, 

os fatores abióticos provocam alterações significativas nos processos químicos e 
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fisiológicos da planta em relação ao padrão de emissão de compostos voláteis, e 

podem influenciar nos mecanismos de defesa da planta contra o ataque de 

predadores, herbívoros e patógenos. Alguns fatores abióticos envolvidos nas 

modulações de voláteis são a seca, umidade, intensidade, qualidade de luz, 

temperatura, ozônio, CO2 e disponibilidade de nutrientes (BLANDE et al., 2014; 

LORETO et al., 2010). 

Estudos relacionados a emissão de COVs resultantes da interação com 

os fatores abióticos, ainda é relativamente recente. As primeiras pesquisas se 

relacionam principalmente com a influência da interação destes metabólitos com 

plantas submetidas à estresses bióticos. Em plantas de citros, devido a grandes 

problemas com herbívoros e patógenos, estudos mais recentes buscam 

compreender os mecanismos de respostas através da emissão de COVS 

relacionados à fatores bióticos.  

No entanto, as diversas evidências de que a emissão dos compostos 

voláteis (COVs) vegetais, em condições de estresses bióticos e também 

abióticos, indicam uma relação direta no processo de comunicação entre plantas 

que são desencadeadas através das modificações ambientais e interações 

biológicas, resultando em alterações químicas e fisiológicas como forma de 

sinalização que podem conferir maior resistência e tolerância (BALDWIN et al., 

2006; BALDWIN; SCHULTZ, 1983; FARMER; RYAN, 1990; KALSKE et al., 

2019; KARBAN; YANG; EDWARDS, 2014). A utilização de plantas-modelo como 

arabidopsis, tabaco e tomate são indicados para pesquisas com plantas de 

interesse de difícil manipulação, e que necessitam de um longo período para o 

desenvolvimento da planta. Em relação ao metabolismo de voláteis, plantas 

modelos auxiliam na busca por respostas relacionados à estresses abióticos 

(ISAH, 2019; NAGEGOWDA, 2010; VICKERS et al., 2009). 

Plantas de Arabidopsis submetidas a altas taxas de salinidade emitem 

COVs no ambiente que são capazes de induzir respostas mais rápidas de 

tolerância ao sal em plantas vizinhas, o que sugere a forte interação entre os 

estresses ambientais e os padrões de emissão e abundância destes metabólitos 

em plantas estressadas (LEE; SEO, 2014). Os COVs são emitidos e 

transportados pelo ar até plantas vizinhas que recebem o sinal e convergem 

para a mesma ñlinguagemò, formando um canal aberto de comunica­«o para o 

compartilhamento de informações (KALSKE et al., 2019).  
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O aumento de taxas na emissão de COVs pode ser induzida através da 

interação com os fatores ambientais, resultando em um processo de 

comunicação da planta através de respostas sinalizadoras ao estresse. A seca e 

a salinidade afetam significativamente a emissão de COVs e causam efeitos no 

comportamento da planta, afetando a condutância estomática e nos processos 

bioquímicos fotossintéticos, contribuindo negativamente para a emissão destes 

metabólitos (LORETO et al., 2010). As vias de síntese de compostos voláteis 

podem ser ativadas ou não a depender do estímulo recebido pelas plantas, de 

forma que, atrav®s da ñcomunica­«oò, h§ grande possibilidade de interferir nos 

processos de resposta e interação entre os organismos no ecossistema 

(DEGENHARDT et al., 2003). 

  

2.4 Genes relacionados à síntese de compostos voláteis e respostas 

sistêmicas em plantas  

 

Os genes responsáveis por produzir estes metabólitos especializados de 

comunicação entre as plantas se diferenciam de outros genes do DNA vegetal, 

principalmente em relação ao grau de proliferação superior ao metabolismo 

primário, regulação por diferentes mecanismos e padrões de agrupamento físico 

dentro do genoma (CHAE et al., 2014). A exposição das plantas aos diversos 

metabólitos emitidos no ambiente induz diferentes respostas gênicas na 

tentativa de tornar a planta mais resistente às condições adversas.  Em plantas 

de milho, a exposição ao Metil jasmonato (MeJA) é responsável por aumentar a 

expressão de genes defensivos (FARAG et al., 2005).  

Em A.thaliana, o gene ɓ-pineno é responsável por induzir a expressão de 

genes associdados a Resistência Sistêmica Adquirida (SAR) e ao Ácido 

Salicílico (SA) em plantas localmente próximas a plantas infectadas 

(RIEDLMEIER et al, 2017).   O metabólito Ŭ-pineno e Limoneno contribuiu no 

aumento da atividade do gene repórter heterólogo pinII em A. thaliana, induzindo 

respostas de resistência semelhantes à resposta via MeJA em casos de 

estresse mecânico por herbívoros (GODARD et al., 2008).  Em plantas da 

espécie S. lycopersicum, E-ɓ-ocimeno é capaz de induzir a emissão de 

diferentes COVôs que atuam no aumento da resist°ncia aos pulg»es da esp®cie 

Macrosiphum euphorbiae, no qual, foi verificado um aumento da produção de 
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salicilato de metila e cis-3-hexen-1-ol, prejudicando o processo de 

desenvolvimento e reprodução dos pulgões (CASCONI et al. 2015).  
  

Em Gossypium hirsutum, o MeJA é reponsável por induzir a emissão de 

diversos compostos voláteis, entre eles, acetato de (Z) -3-hexenil, (E) -ɓ-

ocimeno, linalol, (3E) -DMNT, (E, E) -Ŭ-farneseno, (E)-ɓ-farneseno e (E, E) -

TMNT (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2001). Os subconjuntos de voláteis de folha 

de cadeia curta, como o -2-hexenal e -2-butenal, atuam como sinalizadores na 

indução da expressão gênica de fatores de transcrição relacionados a estresses 

abióticos (YAMAUCHI et al., 2015). Além disso, voláteis como (Z) -3-hexenil 

acetato, (E) -3-hexenil acetato são responsáveis por desencadear diversas 

respostas no metabolismo primário da planta, como o aumento do crescimento, 

produção de flores, diminuição da fotossíntese, auxiliando no aumento da 

tolerância à diferentes estresses (COFER et al., 2018; CAPARROTTA et al., 

2018, FREUNDLICH et al, 2021) 

Em altas temperaturas a atividade da isopreno sintase nos plastídios da 

planta é alterada após interação planta-ambiente, o que altera o padrão de 

emissão deste volátil e sua abundância (SASAKI et al., 2007).  Alguns tipos de 

voláteis como hexanal e trans-2-hexenal induziram em C. sinensis e C. grandis 

respostas ao Ácido Jasmônico (JA) e Ácido salicílico (SA). Dentre as espécies 

de Citrus observadas, o volátil a-farneseno foi induzido em todas exceto C. 

hassaku. A indução deste metabólito pode ocorrer através de situações em que 

a planta sofreu estresse mecânico ou quando estimulada por JA (ASAI; 

MATSUKAWA; KAJIYAMA, 2016). O estresse mecânico implica diretamente no 

processo de síntese de COVs, bem como, interfere nas modulações de 

hormônios vegetais capazes de induzir a produção destes metabólitos. 

 O composto volátil -ɓ-cariofileno liberado por plantas de goiaba não 

hospedeira demonstraram ser repelentes ao psilídeo, inseto vetor da doença 

Huanglongbing (HLB). Plantas transgênicas de Arabidopsis com a capacidade 

de liberar este volátil indicaram a alteração do comportamento do psilídeo, 

tratando-se de uma estratégia potencial de proteção do citros contra o HLB 

(ALQUÉZAR et al., 2017). Em plantas A. thaliana, o ß-cariofileno induziu os 

processos de resistência através da sinalização por meio do ácido jasmônico 

(JA), atuando como um composto aleloquímico de sinalização de plantas em 

combate ao crescimento do patógeno biotrófico P. syringae (FRANK et al. 2021).  
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Monoterpenos são emitidos na atmosfera em decorrência da interação 

com fatores bióticos. Através de uma análise de expressão gênica de folhas de 

limão-cravo, monoterpenos foram emitidos em maior quantidade em resposta à 

lesão e infecção microbiana (YAMASAKI et al., 2007; SHISHIDO et al., 2012), foi 

notado também que genes de sintases de 4 terpenos (TPS) foram 

diferencialmente expressos em resposta ao ataque microbiano (SHISHIDO et al., 

2012; SHIMADA et al., 2014). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Identificação de genes candidatos 

A identificação e seleção dos genes de tabaco foi realizada por BLAST 

nos bancos de informação genômica do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 

TAIR (https://www.arabidopsis.org/) e Phytozome 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), explorando o genoma de 

referência de Nicotiana tabacum, dos genes que estão relacionados às vias de 

síntese de compostos voláteis. Os oligonucleotídeos utilizados para as análises 

de PCR em tempo real foram desenhados pelo programa PRIMER3 

(http://primer3.ut.ee) (KORESSAAR; REMM, 2007). 

3.2 Indução de estresse salino em plantas de tabaco in vitro 

 Na primeira fase do experimento (Figura 1), plantas de tabaco não 

transformadas foram germinadas em placa de petri com dois compartimentos e 

submetidas à estresse salino (LEE; SEO, 2014). Na primeira fase do 

experimento, em uma placa de petri bipartida, um compartimento irá conter 

meio-ágar meia força com alto teor de sal (20, 40, 60 ou 100 mM NaCl) ï esta 

planta será considerada a planta emissora - e no outro compartimento irá conter 

meio-ágar meia força (25 g L-1 e 6 g L-1 de ágar, em pH 5,7) (MURASHIGE & 

SKOOG, 1962) com plantas denominadas receptoras, totalizando 5 repetições 

para cada tratamento.  

 

(a)  

(b)  

Figura 1 – Fase I: Estresse salino em placa bipartida, (R) Plantas Receptoras cultivadas em 

meio de cultura MS-ágar e (E) Plantas emissoras cultivadas em meio MS-ágar  submetidas ao 
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estresse salino em diferentes concentrações (a). Plantas óControleô cultivadas em meio MS-ágar 

sem estresse.    

 

Após duas semanas, as plantas denominadas receptoras crescidas em 

placas com plantas emissoras, foram transferidas para uma placa sem partição 

com o meio MS-ágar suplementado com NaCl (20mM ï 100 mM), por um 

período de 15 dias de incubação, utilizando 5 repetições para cada tratamento 

(Figura 2a). Em paralelo, as plantas de tabaco denominadas óControleô, que 

foram germinadas e cultivadas por duas semanas em placa de petri sem 

partição com meio-ágar meia força (25 g L-1 e 6 g L-1 de ágar, em pH 5,7), 

foram submetidas ao estresse salino em placas de petri sem partição com meio 

MS-ágar com as concentrações de 20mM, 40mM, 60mM e 100mM de NaCl, por 

um período de 15 dias.  

 

(a)  

(b)   

Figura 2 – Fase II: Estresse salino em placa sem partição. Plantas Receptoras submetidas ao 

estresse salino (a). Plantas óControleô submetida ao estresse salino após 15 de germinação (b). 

 

3.3 Análises biométricas de crescimento 

3.3.1 Variáveis de comprimento 

O comprimento das plantas foi avaliado utilizando uma régua graduada 

expressa em centímetros. As variáveis analisadas foram o comprimento total, 

comprimento da raiz e comprimento da parte aérea. Os resultados foram 

expressos em mm.  

3.3.2 Biomassa 
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As plantas foram pesadas em balança precisão, separadas em sacos de 

papel kraft e identificadas individualmente. Posteriormente, foram colocadas em 

estufa a 50 ºC com circulação forçada de ar por um período de 72 horas, 

verificando a obtenção da massa constante. Os resultados foram expressos em 

mg.  

3.3.3 Número de folhas 

Em cada planta foi verificado o número de folhas através de contagem, no 

qual se estabeleceu como parâmetro a presença ou não de folhas independente 

do tamanho.  

3.4 Determinação da presença de classes químicas de compostos 

extraídos por Metanol P.A. e Hexano P.A. 

3.4.1 Análise do perfil químico qualitativo de plantas de tabaco 

Plantas de tabaco secas em estufa por um período de 72 horas a 50 ºC 

foram preparadas para a extração estática em bancada utilizando 20 mL de 

Hexano P.A., por um período de 40 minutos em temperatura ambiente. Após o 

término do tempo determinado, a solução foi coletada e este processo se repetiu 

por mais duas vezes. O extrato em hexano foi colocado no Evaporador Rotativo 

(MARCONI MA-120) acoplado a Bomba de Vácuo (SOLAB SL-6) e ao banho 

Ultratermostático (AMERICAN LAB AL-152-10), em temperatura de 50 ºC com 

rotação de 4 rpm, para evaporar o solvente e concentrar os metabólitos 

presentes nas amostras. Para a extração metanólica, foram utilizados os 

mesmos parâmetros da extração estática com algumas alterações, desta vez, 

utilizando como solvente o Metanol P.A. A temperatura utilizada foi de 55 ºC com 

rotação de 5 rpm, pois as características químicas do metanol dificultam o 

processo de evaporação.  Os grupos químicos avaliados incluem os flavonóides 

e triterpenos.  

3.4.2 Teor de flavonóides totais 

Foram utilizadas 2 ml da solução metanólica de AlCl3 a 2% e adicionados 

ao mesmo volume de solução de extrato (0,25 mg m-1 em metanol). Após 30 

minutos de incubação, os valores de absorbância foram medidos a 415 nm 

contra um branco de metanol. Um padrão curva foi construída usando quercetina 
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(0-0,020 mg ml-1) como substância de referência. O conteúdo total de 

flavonoides foi calculado a partir da média de três análises e expresso como 

equivalentes de quercetina (mg QE g-1 de extrato). 

3.4.3 Análise DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) 

O método de avaliação da capacidade antioxidante dos extratos por meio 

do DPPH foi medido como descrito por Zhang e Hamauzu (2004) com algumas 

modificações, em que as amostras foram testadas utilizando as concentrações 

de 10 a 100 ɛg ml-1 em metanol (Tabela 1). Foi adicionado em cada amostra 

2,7 mL de DPPH 0,3 mmol l-1 em solução metanólica, mantidas no escuro por 

30 minutos em temperatura ambiente, e posteriormente, as amostras foram 

analisadas em Espectofotômetro VI5 IL-120 KASUAKI com absorbância a 517 

nm. Uma solução de DPPH em metanol foi utilizada como o branco, 

representando o controle negativo. As análises foram realizadas em triplicatas e 

o cálculo para determinar a capacidade antioxidante a partir da concentração 

inibitória de 50% do DPPH seguiu a equação: 

AA% (porcentagem de inibição) = (Absorbância do controle negativo ï 

absorbância de um extrato / absorbância do controle negativo) x 100  

Tabela 1. Concentrações de DPPH, Extrato e MeOH. 

DPPH (ɛg ml-1) Extrato (ɛl) MeOH (ɛl) 

10  15  285  

20  30  270  

50  75  225  

70  105  195  

100  150  150  

Concentrações utilizadas de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil em relação ao volume do Extrato 

metan·lico das amostras e do Metanol expressos em ɛl. 

 

3.5 Análise do teor Prolina 

 

  O teor de prolina será analisado de acordo com Carillo et al. (2008), com 

modificações de Vieira et al (2016). Foram utilizados 50 mg de tecido vegetal 
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macerado com N2 líquido e adicionados 1 mL de etanol absoluto, 

posteriormente, as amosras foram aquecidas a 81 0C por 20 mina 300 rpm. A 

amostra foi centrifugada a 14000 x g durante 5 min. Foi retirado uma alíquota 

150 µL do sobrenadante etanólico de e adicionado 300 µL do mix de reação 

(ninidrina a 1% (p/v) em ácido acético a 60% (v/v), etanol absoluto a 20%(v/v). 

As amostras foram aquecidas a 95 0C por 20 minutos, e após atingir a 

temperatura ambiente, foi centrifugada rapidamente (1 min, 2500 x g). Uma 

alíquota de 100 µL foi transferida para uma placa de ELISA, utilizando 3 réplicas 

técnicas para cada amostra; O teor de prolina foi analisado por 

espectrofotometria no leitor de placas Versamax à 520 nm e calculado contra 

uma curva padrão de prolina (0.0, 0.04, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 e 1.0 mM). Os dados 

foram expressos em ɛmol.g-1 de peso seco (DW). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Análise fenótipica de plantas de tabaco selvagem induzidas a estresse 

salino 

 

Durante o período de desenvolvimento as plantas receptoras crescidas 

em meio MS apresentaram um crescimento similar independente dos 

tratamentos com NaCl aplicados nas plantas emissoras. Após 7 dias do período 

de germinação, é perceptível visualmente a diferença de crescimento entre as 

plantas receptoras e emissoras, no qual, à medida em que as concentrações de 

NaCl aumentam, o processo de desenvolvimento da planta se torna mais 

comprometido (Figura 3). O aumento da concentração de sais no solo pode 

afetar diversos processos biológicos na planta, gerando alterações morfológicas 

e no crescimento (SILVA, 2019). 

O período inicial da germinação é crucial para o desenvolvimento 

subsequente da planta, visto que, nos primeiros dias a semente sofre diversas 

alterações nos processos bioquímicos e fisiológicos. As alterações no ambiente, 

como o estresse hídrico e acúmulo de sais no solo, dificultam o estabelecimento 

de plântulas, comprometendo o balanço nutricional necessário para o seu 

crescimento (Gordin et al., 2012). Finalizado os 15 dias do período de 

germinação e indução do estresse salino em plantas emissoras, como esperado, 

as plântulas receptoras germinadas no MS-ágar atingiram um crescimento maior 

em relação as plantas emissoras, apresentando maior vigor e incremento de 

biomassa.  

O processo de germinação em sementes submetidas às concentrações 

de 60mM e 100mM de NaCl foi tardio em relação aos demais tratamentos. 

Diferentes concentrações de NaCl retardam o processo de germinação das 

plantas, e pode ocasionar diversos problemas para o seu desenvolvimento 

posterior, como deformação nos tecidos (SANTOS et al., 2019). Altas 

concentrações de sais no solo ou na água afetam drasticamente o potencial 

hídrico de diversas espécies, reduzindo a capacidade que a semente tem em 

absorver água para realizar o processo de embebição, além de causar efeitos 

tóxicos que podem impedir a ação de enzimas importantes para o processo de 

germinação (SANTOS 2019; DORBIS e CARVALHO, 2019).  
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Apesar dos efeitos negativos de altas taxas de salinidade em plantas de 

tabaco no processo de germinação, foram observados que a maioria das 

sementes germinou mesmo sob condições de estresse salino. Resultados 

semelhantes foram obserdos em sementes de quatro genótipos de feijão-miúdo, 

que mantiveram altas taxas de germinação até a concentração de 100 mM de 

NaCl (DEUNER et al., 2011).   

 
 

 

Figura 3. Germinação de plântulas de tabaco selvagem. Plantas de tabaco germinadas em placa 

bipartida submetidas à estresse salino após 7 dias (LEE; SEO, 2014). Em um compartimento 

contém meio-ágar MS meia força (25 g L-1 e 6 g L-1 de ágar, em pH 5,7) (MURASHIGE & 

SKOOG, 1962) ï esta planta é considerada receptora (R) - e no outro compartimento contém 

meio-ágar meia força com alto teor de sal (20, 40, 60 e 100 mM NaCl) ï esta planta é 

considerada a planta emissora (E). Com 7 dias foi possível perceber a diferença de 

desenvolvimento entre as plantas estressadas e não estressadas.  

 

As plantas receptoras transferidas para  placas simples e submetidas aos 

respectivos estresses de suas plantas vizinhas durante 15 dias apresentaram 

um crescimento diferencial em relação as plantas controle cultivadas em placas 

simples com meio MS-ágar com altos teores de sal (20, 40, 60 e 100 mM NaCl). 

Os dois grupos de plantas possuíam a mesma idade e permaneceram no 

período de estresse por 15 dias.  Podemos observar que as plantas receptoras 
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(Figura 4.a) apresentaram fenotipicamente maior vigor em diferentes tecidos, no 

qual não foi observado danos físicos causados pelo estresse. Entretanto, as 

plantas controle apresentaram alguns danos morfológicos em decorrência do 

estresse (Figura 4.b). 

Foi observado que à medida que o teor de sal aumentava, as plantas 

controle  apresentavam diversos sintomas causados pela influência do estresse 

no comprometimento das suas funções químicas e fisiológicas. Em comparação 

com as plantas receptoras, as plantas controle apresentaram perda de pigmento 

nas folhas, nas quais, o excesso de concentrações de sais no solo pode causar 

clorose (Lima et al., 2013). Os estresses abióticos causam diversos danos na 

planta, entre eles, o comprometimento do sistema fotossíntético gerando 

acúmulo de NAD(P)H nos cloroplastos e impedindo o transporte de elétrons 

(SILVA, 2017; CACEFO, 2020).   

(a)  

(b)  

Figura 4. Plantas de tabaco sob estresse salino. Plantas crescidas sem vizinhas foram 

transferidas para condições de estresse salino. O período de estresse durou 15 dias, e as 

plantas receptoras (B) demonstraram um bom desenvolvimento e adaptação em relação as 

plantas crescidas sem a presença de plantas emissoras, mesmo estando em condições de 

estresse salino. Os tratamentos seguem a ordem da esquerda para direita nas seguintes 

concentrações: MS-Ágar, 20mM, 40mM, 60mM e 100mM de NaCl. 

  Em um estudo com plantas de arroz da cutivar do tipo BRS Querência, 

houve um decréscimo significativos em relação à concentração de clorofila total 

nas plantas que foram expostas a altas taxas de NaCl (LARRÉ et al. 2014). O 

estresse por salinidade provocou um decréscimo no teor de clorofila a, b e total 

em variedades de cana-de-açucar, em relação às plantas sob tratamento 
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controle, chegando a quase 70% de redução após a submissão do estresse 

(BARRETO et al., 2013). Foi possível observar que as plantas controles que não 

compartilharam o ambiente com plantas emissoras (Figura 4.b) apresentaram 

sintomas de clorose na maioria dos tratamentos com diferentes concentrações 

de NaCl, demonstrando que a exposição de plantas suscetíveis ao estresse 

salino implica em consequências diretas no processo oxidativo da clorofila. 

 As plantas receptoras submetidas aos tratamentos com MS-Ágar, 

20mM, 40mM e 60mM de NaCl não aprentaram sintomas de clorose, entretanto, 

foi observado que algumas plantas submetidas aos tratamentos com 100mM 

apresentaram fenotipicamente uma coloração mais clara em seus tecidos 

foliares, demonstrando uma redução do seu teor de clofofila em detrimento da 

alta taxa de salinidade (Figura 4.a). Em pesquisas com variedades de porta-

enxertos de citros cultivados in vitro, altos níveis de sais no substrato 

influenciaram negativamente o acúmulo de clorofila (OLIVEIRA et al. 2010). 

Visualmente, na maioria dos tratamentos as plantas receptoras demonstraram 

um desenvolvimento superior em relação as plantas controle. Em destaque, as 

plantas receptoras submetidas ao tratamento com 40mM de NaCl apresentaram 

um maior tamanho e integridade física das plantas, inferindo uma maior 

tolerância em condições de estresse salino com esta concentração.  

  

4. 2 Análise biométrica de plantas de tabaco 

 Foram observados alguns parâmetros biométricos de plantas de tabaco 

receptoras e plantas controle submetidas à estresse salino nos seguintes 

tratamentos: MS-Ágar, 20mM, 40mM, 60mM e 100mM de NaCl, dentre eles, o 

Comprimento total, Comprimento da raiz, Comprimento da parte-aérea, Número 

de folhas e Biomassa (Figura 5). De maneira geral, as médias comparadas 

estatisticamente das plantas receptoras e plantas controles variaram 

significativamente nos diferentes parâmetros analisados. 

 Em relação à variável Comprimento total (Figura 5.a), as médias das 

plantas receptoras e controles variaram siginificativamente nos tratamentos MS-

Ágar, 40mM e 60mM, no qual as plantas receptoras apresentaram um tamanho 

maior do que as plantas controle. Nos tratamentos de 20mM e 100mM, não 

houve diferença significativa entre os dois grupos. O estresse salino gera uma 

redução no potencial osmótico em diferentes tecidos da planta. Em plantas de 
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amendoim, o aumento de sais no substrato causou uma redução no potencial 

osmótico foliar da planta, alterando os padrões de crescimento e produtividade 

desta espécie (SANTOS et al., 2012). Em cultivares BRS Bojurú de Oriza sativa, 

altas concentrações de NaCl gerou dificuldades no processo de crescimento da 

planta (LARRÉ et al. 2014). 

  

(a)   (b)  

 

(c)     (d)  

(e)  

Figura 5. Análise biométrica de plântulas de tabaco selvagem sob estresse salino. As variáveis 
avaliadas foram o comprimento total, comprimento de raiz, comprimento da parte aérea, número 
de folhas e peso fresco.  Análise do comprimento total da planta (a), Comprimento de raiz (b), 
Comprimento de parte-áerea (c), Número de folhas (d) e Biomassa (e). O teste estatístico 
aplicado foi Test.t, em que as médias apresentaram diferenças significativas em p < 0,05 (*), p < 
0,01 (**)  p < 0,001 (***) e p Ó 0,05 (ns)  entre os tratamentos. As barras indicam o erro padrão da 
média. 

 

 A análise de variação das médias em relação ao comprimento de raiz 

apresentou diferenças significativas nos tratamentos MS, 40mM e 60mM entre 

os grupos avaliados (Figura 5.b). O estresse salino afetou o crescimento 
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radicular de plantas controle estressadas sob estas concentrações de NaCl, 

entretanto, as plantas receptoras não foram tão afetadas pelo estresse, 

demonstrando um comprimento de raiz superior ao grupo controle nos 

tratamentos que obtiveram diferença estatística significativa.  Em plantas de 

algodão, o crescimento da raiz se menteve estatisticamente igual ao longo das 

concentrações de sais utilizadas (DANIEL et al. 2011), diferentemente do que foi 

observado em tabaco, ocorrendo uma variação significativa entre os tratamentos 

e os grupos analisados.  

 A média do comprimento da parte aérea das plântulas de tabaco 

(Figura 5.c) variou significativamente entre as plantas controle e plantas 

receptoras novamente nos tratamentos com MS, 40mM e 60mM de NaCl. As 

plantas receptoras apresentaram um crescimento maior da parte-aérea em 

relação as plantas óControleô sob os respectivos tratamentos. Nas concentrações 

com 20mM e 100mM de NaCl houve uma redução no tamanho da parte aérea 

de plantas receptoras em relação as plantas controle, no entanto, 

estatisticamente não houve variação significativa. Foi observado em plantas de 

feijoeira que a utilização da água com diferentes níveis de salinidade provocou 

uma redução na produção de matéria seca da parte aérea, dificultando o 

acúmulo de água pela planta após 20 dias da sua semeadura (CABRAL FILHO, 

et al., 2017). Em arroz, a cultivar BRS Querência sofreu uma redução no 

crescimento da parte aérea devido a níveis de salinidade (LARRÉ et al. 2014). 

 Seguindo um padrão observado entre as variáveis analisadas, os 

tratamentos MS, 40mM e 60mM apresentaram variação significativa entre 

plantas controle e plantas receptoras em relação ao número de folhas (Figura 

5.d). No tratamento com 20mM, as médias praticamente não diferiram, e no 

tratamento com 100mM apesar das plantas receptoras apresentarem uma média 

inferior, não houve variação significativa entre os grupos sob estes tratamentos. 

Em plantas de maracujá amarelo, ao serem cultivadas com 100 m mol L-1 

apresentaram em média 10,3 folhas, enquanto as plantas cultivadas sem a 

presença de sal obtiveram uma média de 11,5 folhas (CRUZ et al. 2006), 

corroborando com resultados observados em que o número de folhas é afetado 

diante da presença de diferentes concentrações de NaCl.  

 As plântulas óControleò acumularam valores inferiores de biomassa em 

todos os tratamentos, no qual, os tratamentos MS, 20mM, 40mM e 60mM 
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obtiveram variação siginificativa em relação as plântulas óReceptorasô nestes 

mesmos tratamentos. No tratamento de 100mM, as plantas óControleô 

apresentaram uma média inferior as plantas receptoras, mas não houve variação 

estatística significativa. Os efeitos da salinidade estão diretamente relacionados 

com o acúmulo de biomassa nas plantas, pois nestas condições, a planta 

diminui o ritmo de diversos processos biológicos para realizar o ajuste osmótico 

necessário para a sua sobrevivência. Em plântulas de maracujazeiro amarelo, a 

salinidade da água altera a característica do substrato e influência 

negativamente no acúmulo de biomassa pela planta (CRUZ et al., 2006). Em 

estudos desenvolvidos com mudas de eucalipto, foi observada uma redução na 

biomassa seca e áreas foliares como mecanismo de resistência adotada pelas 

plantas para sobreviver ao estresse salino (MENDONÇA et al. 2010). 

 O desempenho superior de plantas receptoras em relação às variáveis 

analisadas sugere que estas plantas ativaram mecanismos que contornaram os 

efeitos do estresse salino em diferentes concentrações, mantendo o seu 

crescimento e incremento de biomassa. Supreendeentemente, as plantas de 

tabaco receptoras sob o estresse de 40mM apresentaram uma média superior 

em todas as variáveis observadas, se destacando em relação as plantas 

controle e as plantas receptoras submetidas aos outros tratamentos. resultados 

semelhantes foram observados em plantas de amendoim, em que em diferentes 

taxas de salinidade conseguiu de alguma forma se ajustar osmoticamente para 

absorver água de uma solução com altos níveis de salinidade (SANTOS et al. 

2012).  

 A indução de tolerância a estresses abióticos em plantas receptoras 

mediada pela emissão de compostos voláteis vem sendo relatada em diversos 

estudos sobre a comunicação de plantas e o desenvolvimento do estado de 

priming. Plantas receptoras de Arabdopsis thaliana submetidas a altas taxas de 

salinidade (150mM de NaCl) apresentaram maior tolerância (LEE; SEO, 2014), 

divergindo do que foi observado em plantas de tabaco, em que altas taxas de 

salinidade (100mM de NaCl) não causaram uma maior tolerância em plantas 

receptoras, o que sugere que esta espécie é mais sensível à altos níveis de sais. 

As consequências dos altos níveis de sais no solo para o cultivo de vegetais 

variam segundo a sensibilidade e tolerância da espécie ao estresse salino (Lima 
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et al., 2013), e de maneira geral, as maiores concentrações salinas afetam o 

desenvolvimento das plântulas (DEUNER et al. 2011) 

 As plantas de tabaco demonstraram uma reação de tolerância ao 

estresse salino em concentrações moderadas de NaCl, no qual o tratamento 

com 40mM apresentou um melhor desempenho para a manutenção do 

desenvolvimento da planta à condição de estresse. Dentre os mecanismos 

utilizados pela planta para superar os efeitos tóxicos causados pelo acúmulo de 

sais nos tecidos, em espécies como o acúmulo de NaCl nas raízes pode 

participar do processo de ajuste osmótico da planta (BOSCO et al. 2009). Em 

plantas de moringa, a resistência e tolerância da planta sob estresse salino foi 

bemsucedida utilizando os mecanismos de desefa do sistema antioxidante, 

acúmulo de prolina regulando a osmoproteção e translocação dos Ións de Sódio 

para outros tecidos (SILVA et al., 2017).  

  Os mecanismos de resistência adotados pelas plantas receptoras 

submetidas ao estresse salino em níveis intermediários sugerem que os sinais 

químicos aerotransportados por plantas emissoras são capazes de induzir 

respostas em plantas receptoras, capacitando-as ao reconhecimento destes 

estresses e tornando-as mais tolerantes. Há diversas evidências que as plantas 

utilizam informações de outras que sofreram algum tipo de estresse, seja biótico 

ou abiótico, no entanto, é necessário desvendar em quais situações essas 

interações entre plantas ocorrem no ambiente (Teixeira, 2016). Dentre estas 

situações, o estresse salino é responsável por agir como um fator de indução de 

vias sinalizadoras envolvidas do processo de interação planta-planta.  

 

4.6  Perfil qualitativo de classes de triterpenos e flavonóides  

 

A partir das análises biométicas foram selecionados quatro tratamentos 

com plântulas de tabaco para determinar a presença de compostos apolares e 

polares nas amostras. As plantas receptoras Controle (C)  que permaneceram 

no meio MS-Ágar por um período de 30 dias, plantas Emissoras (E) germinadas 

e cultivadas em meio MS-ágar suplementado com 40mM de NaCl por 30 dias, 

plantas Receptoras Controle (RC) que foram cultivadas em meio MS-ágar e 

compartilharam a placa de petri bipartida com plantas emissoras submetidas ao 

tratamento de 40mM de NaCl por 30 dias, e plantas Receptoras Estressadas (R) 
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que foram cultivadas em meio MS-ágar em placa de petri bipartida com plantas 

emissoras em meio com 40mM por 15 dias e foram transferidas para o meio com 

o respectivo estresse da planta emissora vizinha por um período de 15 dias.  

Foi observado a presença de metabólitos apolares nas amostras 

extra²das por hexano,  utilizando o marcador padr«o Ŭɓmirina (triterpeno) 

(Figura 6.a)  e compostos mais polares  em amostras extraídas por metanol 

utilizando como marcador padrão vitexina (flavonóide) (Figura 6.b). O perfil 

químico das amostras extraídas por hexano possuem um padrão semelhante 

mais próximos a base da placa, no entanto, é possível notar a presença de 

compostos na amotras RC que não ocorrem nas demais amostras localizada na 

parte superior. O que indica a presença de metabólitos diferentes do padrão 

encontrado nas amostras C, E e RE.  

O perfil qualitativo de amostras extraídos por metanol, indica que o 

padrão da presença de metabólitos é diferencial entre as amostras, 

principalmente em relação a quantidade de flavonóides presentes entre os 

tratamentos. As amostras E e RC apresentam uma banda aproximadamente na 

mesma altura que não ocorre nas amostras C e RE, o que indica a presença de 

compostos em comum a estes dois tratamentos. É possível observar que as 

amostras RC possuem um volume maior de flavonóides, sendo expressos pela 

espessura da banda em comparação às demais amostras.  

 

(a)    (b)   

Figura.6. (a). Perfil químico qualitativo de triterpenos e flavonoides. Perfil das amostras em placa 
de sílica gel UV254 5cm x 10cm (MACHEREY-NAGEL) com amostras extraídas por Hexano P.A. 
eluídas em Hexano/Acetato de Etila 3:2, da esquerda para direita C (controle), E (emissoras), RC 
(Receptoras controle), RE (Receptoras estressadas) M (marcador padrão ï Ŭɓmirina). (b). Perfil 
químico  das amostras em placa de sílica gel UV254 5cm x 10cm (MACHEREY-NAGEL) com 
amostras extraídas por Metanol P.A. eluídas em Metanol/Acetato de Etila 3:2, da esquerda para 
direita C (controle), E (emissoras), RC (Receptoras controle), RE (Receptoras estressadas) M 
(marcador padrão ï vitexina). 
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Os triterpenos são metabólitos secundários envolvidos em diversos 

processos biológicos, além de realizar bioatividades de ação anti-inflamatória, 

antiadipogênica, antinoceptiva, antibacteriana e anticancer (SILVA et al., 2020). 

Algumas classes de triterpenos são encontradas na forma de saponinas, 

moléculas já conhecidas pela sua ação surfactante, e alguns triterpenos 

modificados, como os Limonoides, possuem atividade insenticida (BORGES e 

AMORIM, 2020). Em situações de estresse, os triterpenos livres estão 

envolvidos na manutenção da estabilidade da bicamada lipídica das membranas 

das celúlas, acionados a partir de danos físicos ou alterações químicas 

detectadas nos tecidos da planta (RESCAROLLI, 2018). 

Os flavonóides estão presentes em diversos gêneros de plantas e atuam 

como antioxidantes naturais em situações de estresse oxidativo causados pelo 

acúmulo de espécies reativas de oxigênio (EROs) (MORAIS et al. 2009). Em 

uma revisão sobre o metabolismo secundário em plantas de tabaco, já se tem 

relatado, aproximadamente, 4.000 flavonóides (NUGROHO e VERPOORTE, 

2002). A presença de classes de flavonóides em Lawsonia inermis foi 

diferencialmente alterada em condições de salinidade, verificando que o estresse 

salino está diretamente relacionado ao estresse oxidativo da planta (NAJAR et al. 

2020). 

 

4.4 Teor de flavonoides e DPPH plantas de tabaco 

Em relação a determinação de flavonóides totais analisados nas 

amostras, as plantas Receptoras Controle (RC) apresentaram o maior teor deste 

metabólito equivalente a quercitina por grama do extrato. As plantas Emissoras 

(E) e Receptoras Estressadas (RE) também apresentaram um maior conteúdo 

de flavonóides em relação ao Controle (C) (Tabela 2). A presença dos 

flavonóides em diversas plantas está relacionada com o processo de redução do 

estresse oxidativo, visto que esses metabólitos atuam como agentes 

antioxidantes (MORAIS et al., 2009).  Diversos composto fenólicos simples 

participam de interações entre planta herbívoro, planta-fungo e planta-planta, e 

sua síntese é intensificada em situações de estresse biótico e abiótico (BORGES 

e AMORIM, 2020).  

O estresse salino está envolvido no aumento da atividade do gene PAL, 

que sintetiza flavonóides, em plantas submetidas a altas taxas de salinidade 
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(ZHANG et al. 2018). A exposição de plantas ao estresse salino gerou um 

aumento no teor de flavonóides presentes nas amostras, entretanto a amostra 

de plantas Receptoras Controle não foi submetida a nenhuma concentração de 

NaCl no meio de cultivo, e as plantas Receptoras Estressadas foram expostas 

ao tratamento com NaCL por um período bem menor em relação as plantas 

Emissoras. Possivelmente plantas receptoras, seja controle ou estressada, 

produziram mais flavonóides e este fator pode etar correlacionado ao processo 

de sinalização química via compostos voláteis emitidos por plantas emissoras 

para a síntese destes compostos fenólicos. A presença de antocianinas, 

importantes representantes da classe dos flavonóides, foi superior em plantas 

submetidas à tratamentos com altas taxas de NaCl em relação a plantas controle 

(NAJAR et al., 2020).  

Os compostos fenólicos antioxidantes são capazes de inibir os efeitos 

causados pela presença de radicais livres presentes nas plantas (MORAIS et al., 

2009; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Em condições de estresse, ocorre uma 

intensificação na formação de EROs, no qual, as plantas necessitam recorrer à 

mecanimos capazes de reduzir essas subtâncias tóxicas DEUNER et al., 2011). 

As amostras apresentaram divergências em relação as análises de atividade 

seqüestradora de radicais livres por DPPH, o Controle e as plantas Receptoras 

Estressadas demonstraram uma maior atividade antioxidativa, enquanto as 

amostras Emissoras e Receptoras Controle apresentaram uma atividade 

antioxidativa mais reduzida. Foi observada em plantas de Lawsonia inermis 

submetidas a altas taxas de salinidade, uma maior atividade antioxidativa em 

relação ao controle e a plantas sob estresse salino moderado (NAJAR et al. 

2020). 

 

Tabela 2 - Determinação de flavonoides totais e DPPH. 

Extratos Flavonoides totais 

mgEQ.g-1 de extrato* 

DPPH CE50 

µg.mL-1 

Controle (C) 77,93 ± 10,5 126,47 

Emissoras (E) 117,16 ± 9,8 140,09 

Receptoras Controle (RC) 125,65 ± 8,4 155,28 

Receptoras Estressadas (RE) 103,39 ± 12,0 121,32 
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Valores de teor de flavonoides totais e atividade sequestradora do radical livre DPPH de extratos 

de Nicotiana tabacum. *mgEQ.g-1  de extrato= miligramas equivalentes de quercetina por grama 

de extrato. 

Em estudos com Clusia lanceolata, os extratos de folhas acometidas por 

galhas apresentaram uma maior atividade antioxidante em relação as plantas 

controle, no qual a presença do composto fenólico Flavonas C-glicosiladas 

demonstrou uma participação importante na proteção das plantas contra o 

estresse oxidativo decorrente do estresse biótico, demonstrando uma relação 

diretamente proporcional entre a atividade antioxidante relacionada a presença 

deste composto. (FERREIRA et al. 2014). Nos resultados obtidos, embora o 

maior teor de flavonóides tenha sido observado em plantas Receptoras Controle 

(125,65 mg EQ gϖ¹) este grupo apresentou a atividade antioxidante mais baixa 

(155,28 µg mLϖ¹) sugerindo que a maior quantidade destes compostos não 

necessariamente resulta em uma maior eficiência antioxidativa. Estas plantas 

não foram submetidas a nenhum estresse e nem foram estimuladas por plantas 

estressadas via sinais aerotransportados, o que faz sentido em não apresentar 

alta atividade antioxidante.  

Em uma análise com Melissa officinalis Lam e Cymbopogon citratus 

(D.C.), o chá de melissa apresentou um teor menor de flavonoides equivalentes 

em quercetina em relação ao capim-cidreira, no entanto, apresentou uma maior 

atividade antioxidante, o que surgere a necesidade em avaliar outras classes de 

metabólitos presentes nas plantas capazes de induzir a atividade antioxidante a 

partir do seqüestro de radicais livres (SILVA et al., 2017). Por outro lado, as 

plantas Receptoras Estressadas apresentaram um teor intermediário de 

flavonoides (103,39 mg EQ gϖ¹) e uma maior taxa de atividade antioxidante em 

relação aos demais grupos (121,32 µg mLϖ¹). É importante ressaltar que estas 

plantas foram estimuladas previamente por COVs emitidos por plantas 

emissoras, e esmo em condições estressantes, mantiveram o seu crescimento e 

desenvolvimento bem acima de plantas que não foram previamente capacitadas 

(priming).  

  

4.5 Análise do teor  de prolina  

 

O conteúdo de prolina nas amostras foi calculado utilizando como valor de 

referência a curva-padrão nas seguintes concentrações: 0.0, 0.04, 0.1, 0.2, 0.4, 
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0.8 e 1.0 mM de L-Prolina, em que os valores resultantes da curva foram y = 

0,746x + 0,018 e R² = 0,991. Os dados obtidos apontam que houve diferença 

estatística significativa de prolina livre entre amostras dos grupos analisados 

(ANOVA, p < 0,001). O teste de Tukey HSD demonstrou que as plantas 

Emissoras e Controle apresentaram uma taxa maior de prolina em relação aos 

demais grupos, entretanto, não houve diferença estatística significativa entre si 

(p > 0,05) (Figura 7).  

 

Figura. 7. Teor de prolina livre em plantas de tabaco. Conteúdo de prolina livre (µmol gϖ¹ DW) 

em diferentes grupos experimentais. As barras representam a média ± desvio padrão. Letras 

distintas indicam diferenças estatísticas significativas entre os grupos pelo teste de Tukey (p < 

0,05). 

 

A presença de maior teor de prolina em plantas Emissoras pode estar 

relacionada a capacidade de acumulação deste osmólito por plantas em 

condições de estresse salino (ZHAO et al. 2020; MOUKHTARI et al. 2020). Em 

contrapartida, as plantas de tabaco Receptoras Estressadas foi o grupo que 

apresentou menores valores do teor de prolina, com uma redução significativa 

em rela­«o ao grupo óControleô e óEmissoraô. Frequentemente, as altas taxas de 

prolina nos tecidos está associada a capacidade de regulação osmoprotetora, no 

entanto, outros estudos sugerem que alguns genótipos de plantas utilizam 

outras vias metabólicas além da prolina para regulação contra o estresse 

abiótico. Em estudos realizados com pepino aclimatado e não aclimatado ao 

estresse salino, as plantas aclimatadas mais tolerantes a exposição de NaCl 

apresentaram menores teores de prolina (NALIWAJSKI e SKLODOWSKA, 

2020). Estes dados sugerem que as plantas que apresentaram maior tolerância 

possuem mecanismos independentes da prolina como forma de atenuação dos 
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impactos sofridos pelo estresse. Em cultivares de arroz, o teor de prolina foi 

maior na cultivar Agrisul, considerada mais suscetível ao estresse salino, 

enquanto nas cultivares BRS Bojurú e IAS 12-9 Formosa, o acúmulo de prolina foi 

menor, aumentando apenas em altas concentrações de salinidade por um tempo 

maior de exposição (LIMA et al. 2004).  

O acúmulo de menores teores de prolina em plantas Receptoras Controle 

e Receptoras estressadas, pode estar relacionada a complexidade na regulação 

de diversas substâncias osmoprotetoras em condições de estresse salino. É 

importante salientar que existem outras diversas rotas metabólicas responsáveis 

por sintetizar metabólitos de resposta ao estresse, bem como, alguns 

mecanismos hormonais, como o controle via ácido abscísico (ABA), envolvidos 

na regulação da expressão de genes relacionados à biossíntese de prolina. 

Alguns osmólitos, como prolina betaína e DMSP (dimetilsulfoniopropionato), são 

considerados mais efizazes no combate ao estresse osmótico em plantas. A 

baixa disponibilidade de prolina em plantas receptoras pode estar relacionada a 

um aumento de prolina betaína, que utiliza como precursor para sua síntese, a 

prolina livre (NALIWAJSKI e SKLODOWSKA, 2020), desta forma, a 

concentração destes componentes ocorre de forma inversamente proporcional, 

ou seja, o aumento de prolina betaína ocasiona a diminuição de prolina livre.  

Foi identificado também em variedades de Q. cerris e Q. robur sob 

estresse hídrico uma maior capacidade osmoprotetora relacionada à presença 

dos osmorreguladores glicinas betaína e DMSP, respectivamente (KEBERT et 

al. 2022). Em Zea mays, houve um aumento da concentração de DMSP em 

plantas expostas ao estresse salino, conferindo uma maior tolerância e melhor 

controle osmoprotetor (AUSMA et al. 2017). Em condições de estresse térmico, 

ecótipos de A. donaxeram apresentaram um aumento na emissão de isopreno e 

na concetração de DMSP, sugerindo a atuação conjunta destes componentes no 

processo de proteção contra o estresse oxidativo da planta (HAWORTH et al. 

2017), ou seja, a regulação de compostos voláteis e osmoprotetores está 

diretamente relacionada sob condições de estresses abiótico. 
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CONCLUSÕES 

 

Plantas de tabaco submetidas a diferentes concentrações de NaCl são 

capazes de emitir compostos voláteis e sinalizar quimicamente plantas vizinhas 

receptoras para a ativação de mecanismos de defesa contra o estresse salino. 

Os sinais emitidos por plantas emissoras, principalmente sob os tratamentos 

MS, 40mM e 60mM foram capazes de induzir um desempenho superior em 

plantas receptoras no processo de crescimento e desenvolvimento morfológico. 

Diversos grupos de plantas expostas a recepção de voláteis emitidos por plantas 

vizinhas apresentam uma performance mais tolerante e responsiva à diferentes 

estresses bióticos e abióticos (FARMER e RYAN, 1990; FARAG et al. 2005; 

GORDARD et al., 2008; ASAI et al., 2009; LEE e SEO, 2014; CASCONE et al., 

2015; RIEDLMEIER et al., 2017; FRANK et al., 2021).  

O estresse salino é responsável por induzir diversas alterações 

fisiológicas e químicas na planta capazes de alterar o padrão de emissão de 

compostos voláteis que atuam como reguladores e sinalizadores de diversas 

vias de defesa da planta (CAPARROTTA et al., 2018), além de induzir um 

aumento na produção de compostos fenólicos em detrimento do estresse 

oxidativo (ZHANG et al., 2018; NAJAR et al., 2020). Através do método de 

determinação do teor de flavonóides e captura de radicais livres DPPH foi 

possível analisar a atividade antioxidante de extratos de plântulas de tabaco 

(SILVA et al., 2017), no qual, as amostras com maior teor de flavonóides 

apresentaram uma menor atividade antioxidante em relação a amostra controle, 

o que possivelmente indica que outros compostos, além dos flavonóides, estão 

envolvidos no processo de redução do estresse oxidativo. 

As plantas Receptoras Controle e Receptoras Estressadas acumularam 

menores taxas de prolina livre, sugerindo que possivelmente outros osmólitos 

mais eficazes estejam presentes atuando no sistema osmorregulador, visto que, 

as plantas receptoras que foram estressadas apresentaram uma maior 

tolerância ao estresse salino (KERBET et al., 2017; NALIWAJSKI e 

SKLODOWSKA, 2020). As plantas receptoras expostas aos compostos voláteis 

emitidos por plantas submetidas à estresse salino, possivelmente induz o 

aumento de outros osmorreguladores que possuem uma relação em trade-off 
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com a prolina, diminuindo as concentrações deste osmólito em plantas mais 

tolerantes (KERBET et al., 2017; HAWORTH et al., 2017).  
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