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Resumo: A salinizacdo é o principal problema
de degradacéao dos solos em &reas agricolas, em
nivel mundial, as areas afetadas sdo crescentes
e no Brasil ja alcanga 9 milhdes de hectares,
causando prejuizos financeiros, ambientais e
colocando em risco a seguranca alimentar e o
bioma natural. Essa situagdo, demanda estudos
que preconizem a recupera¢do, manejo e
conservagdo dos solos, através de técnicas
capazes de remediar e possibilitar o retorno
dessas areas ao sistema produtivo. A utilizagdo
da micropropagagdo na identificacdo de
espécies tolerantes a essas condigdes € uma
estratégia viavel. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de cloreto de sédio (NaCl), no
estabelecimento in vitro de sementes de
moringa. O delineamento experimental foi
inteiramente  casualizado, com  cinco
concentracdes de NaCl (0; 0,58;1,17; 1,75; 2,34
g.L™"), com dez repeticdes contendo 3 sementes
cada, totalizando 150 individuos. Observou-se a
influéncia da concentracdo de NaCl no
estabelecimento in vitro da espécie, onde, 0s
melhores valores de germinagdo, nimero de
brotos, comprimento radicular e parte aérea,
foram obtidos, quando submetidas até a média
disponibilidade de sais (1,75 g.L?), a partir
dessa concentragdo o0 desenvolvimento das
plantulas foram comprometidos. Conclui-se que
a moringa apresenta média tolerdncia ao
estresse salino.

PALAVRAS-CHAVE: Desenvolvimento, mi-
cropropagacéo, tolerancia a salinidade.

Abstract: Salinization is a major soil
degradation problem in agricultural soils
worldwide. The affected areas are growing,
reaching 9 million hectares in Brazil, causing
economic and environmental damage and
placing food safety and natural biomes at risk.
This situation requires studies that promote the
recovery, management and conservation of
soils, using techniques capable of remediating
these areas and restoring their productive status.
The use of micropropagation to identify tolerant
species is a viable strategy. As such, the aim of
this study was to assess the effect of different
sodium chloride (NaCl) concentrations on the in
vitro establishment of moringa seeds. A
completely randomized design was used,
consisting of five concentrations of NaCl (0;
0.58; 1.17; 1.75; and 2.34 g.L-1), with ten
repetitions containing 3 seeds each, totaling 150
individuals. The influence of NaCl
concentration on the in vitro establishment of
the species was assessed, with the best
germination values, number of buds, root and
shoot length obtained when exposed to up to
175 g.L-1 of salt; thereafter, seedling
development was compromised. It was
concluded that moringa is moderately tolerant
to salt stress.

KEY-WORDS: Development, micropropaga-
tion, tolerance to salinity.
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INTRODUCAO

A salinizacdo tem sido identificada
como o principal problema de degradagédo dos
solos em é&reas agricolas (FREIRE, 2014).
Algumas das causas S0 haturais, como as
caracteristicas edafoclimaticas, mas outras
resultam da intervencdo humana, através do
manejo inadequado do solo e da irrigacdo,
aliado ao crescimento populacional e a pressao
econbmica para a producao de alimentos (FAO,
2015).

Em nivel mundial, as areas afetadas ja
chegam a um milho de hectares (FAO, 2015).
No Brasil, aproximadamente nove milhdes de
hectares ja sdo afetados em sete estados, este
problema é mais eminente no Nordeste, no
entanto, regibes como o Centro-oeste podera
sofrer a longo prazo com essa situagdo em
funcdo das praticas agricolas intensivas
(MEDEIROS et al., 2010; FAO, 2011).

A salinidade é um estresse abiotico que
causa prejuizos financeiros e ambientais,
tornando as areas incapazes de sustentar a vida
vegetal, colocando em risco a seguranca
alimentar e o bioma natural (UNCCD, 1994;
SOUZA et al., 2017). Diante disso, o problema
da degradacao vem demandando tanto por parte
da ciéncia quanto da sociedade civil e politica,
providéncias urgentes que envolvam estudos
ambientais, que preconizem a recuperacéo,
manejo e conservacao dos solos (ALVES et al.,
2016).

As préticas para recuperagdo de solos
salinos sdo em sua maioria onerosas e
demoradas, sendo, portanto, imprescindivel
desenvolver técnicas ambientais
economicamente viaveis, para remediar e
possibilitar o retorno dessas areas ao sistema
produtivo (BENNETT et al., 2009). Diante
disso, a utilizagdo de culturas e/ou cultivares
tolerantes a essas condigbes tem sido uma
estratégia viavel (PENELLA et al., 2016).

Oliveira et al., (2009) ao trabalharem
com a producéo de mudas de moringa (Moringa
oleifera  Mill) irrigadas com diferentes
concentracdes de cloreto de sdédio (NaCl),

relatam que a espécie & mediamente tolerante a
salinidade, assim, pode possuir caracteristicas
promissoras na recuperagdo de solos afetados
pela salinidade. A moringa € cultivada em
diversas regibes do mundo devido a sua
versatilidade e  importancia  econdmica
(HERNANDEZ et al., 2016). E conhecida como
arvore milagrosa, pois, € utilizada na medicina
(GIACOPPO et al., 2017), ornamentacdo,
alimentagdo humana e animal (MARINHO et
al., 2016), além de atuar no tratamento de agua
contaminada (BORGO et al., 2017).

O cultivo in vitro gera reducdo no
tempo de desenvolvimento e economia de
materiais e espaco para delineamento
experimental de estudos (CID, 2014). A
avaliagdo do comportamento de determinada
espécie em ambiente salinizado pode ser
realizada através da micropropagagdo, uma
técnica amplamente utilizada na propagacéo
clonal e em estudos dos mecanismos de
tolerancia de plantas a estresses bidticos e
abidticos, e é capaz de fornecer informacdes
importantes sobre o potencial da cultura de
recuperar solos degradados (BRANDAO et al.,
2016).

Tendo em vista as potencialidades da
espécie e a necessidade de recuperar solos
degradados, o0 presente  estudo  sera
desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito
de diferentes concentragdes de cloreto de sodio
(NaCl), no estabelecimento in vitro de sementes
de moringa.

MATERIAL E METODOS

As sementes de moringa (Moringa
oleifera Lam) foram coletadas no municipio de
Ipameri-GO, e encaminhadas ao Laboratério de
Sementes Florestais da Universidade Estadual
de Goids, Campus Ipameri, onde foram
beneficiadas e armazenadas. A extracdo das
sementes ocorreu de forma manual, com
posterior descarte dos individuos visivelmente
inviaveis ou atacados por insetos, em seguida,
foram armazenadas em sacos de papel, a fim de
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garantir a conservacdo de suas qualidades
fisicas, fisiologicas e sanitarias.

Posteriormente as sementes foram
encaminhadas ao Laboratério BioGen Cerrado,
onde ocorreu a desinfestacdo das sementes,
procedimento realizado antes do
estabelecimento in vitro. A desinfestacdo foi
dividida em trés partes: 1) utilizacdo de
detergente por 5 minutos, para quebra da tensdo
superficial intensificando a acdo dos outros
produtos; 2) submerséo das sementes em élcool
70% por um minuto e 3) finalizando com uso de
hipoclorito 50% por 30 minutos sob agitagdo
constante. Apds cada procedimento as sementes
foram lavadas com A&gua destilada até total
eliminagéo dos produtos utilizados.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescidos
com 0,1 g.L* de meio-inositol e 6g/L de Agar-
agar e contendo cinco concentracbes NaCl: 0
g.L? 058 gLt 1,17 gL 1,75 gLt e 2,34
g.L™. O pH foi ajustado para 5,8 + 2 antes da
esterilizagdo a 1,5 atm, a 120°C por 20 minutos.

A inoculacdo das sementes ocorreu em
vidros de 220 mL, vedados com duas camadas
de pléastico filme, contendo 30 mL de meio e 3
sementes por frasco. Este procedimento foi
realizado em camara asséptica de fluxo laminar,
para controle da assepsia. Apés a inoculagéo, 0s
vidros foram encaminhados & sala de
crescimento em meia luz por 7 dias, para
indugdo de germinagdo, com temperatura de 25
+ 2°C e luminosidade de microMols de 40W
com lampadas fluorescentes e foto periodo de
16 horas.

O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e dez repeti¢cbes com 3 individuos
cada, totalizando 150 individuos inoculados.
Aos 60 dias apds a inoculacdo, as variaveis
quantificadas: Germinacdo, numero de folhas,
nimero de  brotos, contaminacdo e
comprimento da parte aérea e radicular, foram
avaliadas. Além disso a tolerancia da espécie foi
baseada na germinacdo, que consiste em um
parametro bem conhecido e utilizado no meio

académico (SECCO et al., (2010); SANTOS et
al., (2016); MEDEIROS et al., (2017). Os dados
obtidos nos ensaios in vitro foram testados
guanto a normalidade dos residuos e
homogeneidade entre as variancias, submetidos
a ANOVA (p < 0,05) e a andlise de regresséo
guando significativa, a escolha dos modelos de
regressdo baseou-se na significancia dos
coeficientes das equacfes de regressdo (p <
0,01). Utilizou-se o software estatistico
GENES/UFV, como ferramenta para auxiliar na
analise estatistica (CRUZ, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A normalidade dos dados nédo foi
significativa, no entanto, as variaveis
apresentaram homogeneidade, o que consiste
em um importante pardmetro para 0 bom
desempenho  dos  testes  paramétricos
(GUAJARATI e PORTER, 2011). As sementes
iniciaram o processo de germinacgdo in vitro em
trés dias apos a inoculacéo, caracterizada pela
emissdo de protrusdo da raiz primaria > 2 mm,
onde os maiores indices de emergéncias deram-
se do terceiro ao vigésimo dia. O indice de
contaminacdo no experimento foi de apenas
4%, o que demonstra a efetividade da assepsia
utilizada e o que assegura a obtencdo de plantas
uniformes e com qualidade (MONFORT et al.,
2015)

Ao final do periodo experimental,
observou-se que o0s niveis de salinidade
afetaram significativamente todas as variaveis
avaliadas, com excecdo do numero de folhas e
geraram alteragdes significativas nas plantulas.
A maior porcentagem de emergéncia de
plantulas em comparacdo com a maior dose, foi
verificada no tratamento testemunha (0 g.L™ de
NaCl) em que houve 76,66% da germinag&o, no
entanto, & medida que as concentracGes de
salinidade aumentavam houve um decréscimo
de cerca de 43,33%, obtendo pelo teste t valores
de f= 3,202 e p= 0,021.

Esse resultado provavelmente deve-se
ao excesso de sais no meio extracelular, que
proporcionou efeitos na semente, como
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disturbios osméticos, toxicidade por ions e Os prejuizos decorrentes da salinidade

desequilibrio nutritivo, ocasionando danos também foram observados para nimero de
antes e/ou apds o inicio do processo brotos, sendo verificado a diminuicdo com o
germinativo (GORDIN etal., 2012). Limaetal., aumento das concentracdes de NaCl, variando
(2015), relatam que um dos métodos mais de 3,57 a 1,55, correspondendo a uma
difundidos para o estudo da toleréncia das diminuicio  de  43,41%,  devendo-se,
plantas ao estresse salino é a avaliagdo da possivelmente, a um efeito inico e/ou osmotico
porcentagem de germinacdo das sementes provocado pelo cloreto de sodio. Dessa forma,
nessas condi¢Bes. Uma vez que, a germinacao é 0 melhor modelo de regressdo para explicar a
0 evento mais importante e critico no ciclo de variacdo do nimero de brotos das plantulas de
vida das plantas e assegura a continuidade dos moringas foi o linear (p < 0,01) (Figura 1A).

processos fisiol6gicos necessarios para o0
desenvolvimento das espécies (METIVIER,
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Figura 1. Graficos de regressdo para namero de brotos (A), comprimento radicular (B) e comprimento
aéreo (C) de plantas de Moringa oleifera, em funcéo das concentracbes de NaCl, aos 60 dias ap0s
inoculacdo. **significativo a 1% de probabilidade, pela analise de regressao.

De forma similar ao encontrado no em plantas micropropagadas in vitro era
presente estudo, Satish et al., (2016), comprometida em funcdo do estresse salino. Por
encontraram que a formacdo de novos brotos outro lado, estes resultados diferem dos
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apresentados por Branddo et al. (2016), que
trabalhando com Alternanthera brasiliana
observaram o aumento no nimero de brotagdes
a medida que as concentracdes de NaCl foram
elevadas.A  salinidade influenciou 0
crescimento de plantulas de moringa, onde o
comprimento da parte aérea e radicular foram
afetados negativamente pelo aumento das
concentracgdes de sais, 0 que demonstra efeitos
prejudiciais no crescimento da espécie pelo
NaCl.

Para o comprimento radicular, o
decréscimo total foi de 47,94%, onde o
crescimento maximo foi obtido nas
concentracbes 0 g.L*; 0,58 g.L%; 1,17 g.LY
1,77 g.L* de NaCl, com médias de 7,30; 6,76;
6,95 e 6,40 (mm) respectivamente e 0 menor
valor foi com 2,34 g.L? de NaCl com 3,50
(mm). O melhor modelo para explicar a
variagdo do comprimento radicular das
plantulas de moringas foi o linear (p < 0,01)
(Figura 1B).

Dados semelhantes foram obtidos com
0 estudo realizado por Branddo et al. (2016),
gue observaram um decréscimo significativo do
comprimento radicular em func¢éo do aumento
da concentracdo de NaCl. A reducdo do
comprimento radicular, pode ser explicada pela
inibicdo da divisdo celular e da expansédo das
células no tecido em crescimento, causado pela
salinidade (FORNER-GINER et al., 2011).

No crescimento parte aérea, as
melhores médias foram obtidas nas menores
concentragdes de NaCl, 0 g.L%; 0,58 g.L%; 1,77
g.L%, com médias de 77,35; 66,60 e 66,09 (mm)
respectivamente e 0s menores valores foram
obtidos nas concentracoes de 1,17 g.L! e 2,34
g.L?' de NaCl com 46,09 e 28,21 (mm),
totalizando o decréscimo de todas as variaveis
avaliadas com 63,52%, uma vez que, de acordo
com Fageria et al., (2010), a parte aérea € mais
sensivel a toxidez da salinidade. Sendo assim o
melhor modelo de regressdo que se ajustou para
comprimento aéreo foi o linear (p < 0,01)
(Figura 1C). Este resultado concorda com o
estudo realizado por Brandao et al. (2016), que

observaram significativa redugdo na altura
conforme aumentou a concentracdo de NaCl.

Quando as plantas se desenvolvem sob
salinidade, um dos sintomas  mais
caracteristicos é a inibicdo do crescimento,
devido a disrupc¢do na homeostase do potencial
de agua e o deshalanco idnico na interface solo-
planta, de forma que o aumento gradativo da
concentracdo de cloreto de sodio torna a agua e
nutrientes cada vez menos disponivel para a
planta, o que em condi¢des mais drésticas
promove a toxicidade no vegetal (CORDEIRO,
2001; ZHU, 2001; MELO et al., 2014). Além
disso, a reducdo do crescimento pode estar
associada a alteragdes na divisdo e expansdo
celular, onde, o acimulo de sais na parede
celular, reduz o turgor e, consequentemente, 0
crescimento da parte aérea e radicular
(MACEDO et al., 2005).

No entanto, curiosamente ndo foram
observados sintomas de intoxicagdo salina,
alteracdes no aspecto morfolégico ou danos
fisiol6gicos severos capazes de levar a morte
das plantulas, que pudessem estar relacionadas
ao estresse salino nem mesmo nas
concentracdes mais altas de NaCl. Essa resposta
pode estar relacionada a resisténcia moderada
da  Moringa oleifera  observada no
desenvolvimento em solo, onde Silva et al.
(2017) observou que a moringa apresenta
mecanismos bioquimicos para tolerancia a
salinidade como producdo de carotenoide, a
manutencdo do sistema de defesa antioxidante,
0 acumulo de prolina e de ions de Na*, esse
mecanismo pode estar sendo expresso in vitro.

O ndmero de folhas, permaneceu
constante, ndo tendo nenhum modelo
significativo, sendo assim, 0s niveis de
salinidade ndo afetaram essa variavel.
Resultados semelhantes foram obtidos por Villa
et al.(2009) trabalhando com diferentes
concentraces de cloreto de sodio em
microestacas de amoreira-preta. Por outro lado,
Khoushbakht et al., (2010), evidenciaram a
diminuicdo do namero de folhas ndo somente
pela inibicdo do crescimento pela salinidade,
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mas também pela toxidez. De acordo com Cruz
et al. (2003), o acumulo de ions Na* da-se
preferencialmente nas folhas mais velhas,
provavelmente por ser um mecanismo
adaptativo para proteger os apices e as folhas
fisiologicamente mais ativas.

Os resultados demonstram que 0S
processos de crescimento da espécie, como
comprimento aéreo, numero de folhas, brotos
formados e taxa de enraizamento séo afetados
negativamente quando em condicGes de alta
salinidade, pois, precisam realizar um ajuste
osmético, o que reduz a taxa fotossintética e
desvia a energia que em condi¢des normais
seriam utilizadas no crescimento, para ativagdo

e manutencdo da atividade metabolica
associada a adaptacdo ao estresse salino
(MUNNS, 2002).

No entanto, a resposta de tolerancia ao
estresse é varidvel em cada espécie e
dependente de fatores como gendtipo, estadios
de desenvolvimento e caracteristicas da planta,
pois, as diferentes espécies vegetais possuem
respostas diferenciadas a salinidade (PRISCO;
FILHO, 2010).

Durante o processo de desenvolvimento
in vitro da espécie, as plantulas de moringa
expressaram uma morfologia atipica, um
revestimento do hipoc6tilo com um aspecto
esponjoso (Figura 2).

Figura 2. Anomalia em plantulas de Moringa oleifera, em funcéo das concentraces de NaCl, aos 60
dias ap6s inoculacdo A) concentracédo de 2,34 g.L!; B) concentracdo de 0,58 g.L de NaCl. Ipameri-

GO, 2016.

Na literatura ndo existe nenhum tipo de
abordagem sobre esse revestimento nas
plantulas, mas, acredita-se que é uma estrutura
parecida com o velame nas orquideas, s6 que
com predominancia no hipocétilo,
provavelmente é uma estrutura especifica e
diferenciada, com alguma funcdo relacionada a
absorc¢éo de nutrientes, ou mesmo, transpiragao.
E importante destacar que esse evento
fisiologico, possivelmente ndo esta relacionado

com a presenca das concentragbes de
salinidade, uma vez que, essa caracteristica, foi
observada em todos os tratamentos, inclusive a
testemunha, o qual ndo continha a presenca de
sais.

CONCLUSOES

Existe influéncia da concentracdo de
Cloreto de sddio (NaCl) no estabelecimento in
vitro de Moringa oleifera. As sementes de
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moringa apresentam média tolerdncia ao
estresse  salino em fase inicial de
desenvolvimento, visto que os melhores valores
das variaveis estudadas foram obtidos quando a
espécie foi submetida até a concentracdo média
1,75 g.L™, porém em concentragdo salina mais
elevada seu desenvolvimento reduziu.
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