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A salinizacdo € um processo comum nas regides semidridas do Brasil, provocado principalmente por
acles antrdpicas como manejo inadequado da irrigacdo e/ou em razdo ao déficit de precipitacdo em
relagdo a evapotranspiracdo. O acUmulo de sais nas camadas superficiais do solo prejudica o
desenvolvimento das plantas, gerando problemas econémicos e ambientais, como menor produtividade
das culturas e, degradacdo e abandono da terra. Diante disso, 0s sistemas agrossilvipastoris sdo indicados
para recuperagdo de tais areas e, uma das espécies indicadas para compor este sistema € a gliricidia.
Existem poucos trabalhos relacionados com a tolerancia desta espécie a salinizacdo. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a germinag8o e o crescimento inicial de sementes de gliricidia cultivadas in vitro sob
diferentes niveis de estresse salino. Sementes foram inoculadas em meio MS e submetidas a diferentes
concentragdes de NaCl (0, 30, 60, 90 e 120 mM). Apds 30 e 60 dias de cultivo in vitro foram avaliados o
percentual de germinagdo e de plantulas normais, 0 comprimento da parte aérea e a viabilidade das
plantulas. O maior tempo de exposicéo das sementes de gliricidia ao estresse salino promoveu 0s maiores
resultados para todas as varidveis analisadas, exceto para viabilidade. Ocorreu a reducdo de 5% da
porcentagem de germinacdo das sementes inoculadas no meio de cultura suplementado com a maior
concentragdo de NaCl em relag&o a testemunha. Contudo, 0 aumento da concentracdo de NaCl promoveu
uma reducdo na porcentagem de plantulas normais, sugerindo que gliricidia seja sensivel ao estresse
salino durante seu desenvolvimento inicial in vitro.
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Initial development in vitro of gliricidia in different levels of salinity

The salinity is a common process in semiarid regions of Brazil, caused mainly for anthropogenic action as
inadequate irrigation management and/or due to rainfall deficit relative to evapotranspiration. The
accumulation of salts in the superficial layers of soil affect the plant development, resulting an economic
and environmental problems, like lower crop yields and land degradation and abandonment. Therefore,
the agroforestry systems was indicated to recover these areas and, the gliricidia is one species indicated
for compose this systems. There are few works related with salinity tolerance of this species. The
objective of this study was to evaluate the in vitro germination and initial development of gliricidia
cultivated at different levels of salt stress. Seeds was inoculated in cultured medium consisted of MS salts
and different concentrations of sodium chloride (0, 30, 60, 90 e 120 mM). After 30 and 60 days of in vitro
culture were evaluated the percentage of seed germination and normal plantlets, shoot lenght and plantlet
viability. The longer exposure of seeds to salt stress promoted the greatest results for all variables
analyzed, except for viability. Occurred reduction of 5% in germination of the seeds inoculated in a
culture medium supplemented with the highest concentration of NaCl compared to control. However the
increase of NaCl concentration promoted a decrease in percentage of normal seedlings, suggesting the
gliricidia is sensitive to salt stress during initial development in vitro.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que 4,5 milhdes de hectares dos solos brasileiros estejam degradados em virtude do
processo da salinizacdo, sobretudo no semiérido nordestino [16], constituindo-se em um dos
fatores limitantes do crescimento e desenvolvimento de plantas nessa regido [6]. Nestes locais
0s solos possuem baixa capacidade de infiltracdo de agua, e a elevacdo do lencol freatico
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provoca 0 acumulo de sais nas camadas superficiais do solo [14]. Este acimulo pode ocorrer
naturalmente devido a alta taxa de evapotranspiracdo e baixa pluviosidade [2]. IrrigacGes mal
conduzidas e 0 manejo incorreto da adubacéo se constituem em causas da saliniza¢do dos solos
[17], aumentando o teor de sais na superficie do solo, prejudicando o desenvolvimento das
plantas.

Os estégios de desenvolvimento mais sensiveis a salinidade ocorrem durante a germinacao e
0 crescimento inicial, pois a reducdo no potencial hidrico provocado pelo aumento na
concentracdo de sais no substrato resulta em menor capacidade de absorcdo de &gua pelas
sementes [13].

Em ambientes salinos a maioria das injarias que ocorrem nas plantas € causada
principalmente pelo cloreto de sddio (NaCl) [22]. O excesso de Na* e CI influencia o
intumescimento protoplasmético e afeta a atividade de enzimas, promovendo alteracdes no
metabolismo da planta [14]. Além disso, a salinizacdo dos solos danifica determinados
processos Nnos vegetais, tais como sintese de proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese
[5].

A determinacdo da tolerancia das plantas ao excesso de sais pode ser por meio da observagéo
do percentual germinativo das sementes em substrato salino, sendo que a reducdo do poder de
germinacdo, comparada ao controle, serve como indicador do indice de tolerancia da espécie a
salinidade [18].

O excesso de sais e sddio trocavel, o alto do pH e reduzida disponibilidade de nutrientes
limitam o desenvolvimento de muitas culturas em ambientes salinos, devido a ocorréncia de
disturbios nutricionais [11]. Os processos adaptativos que envolvem absorcdo, transporte e
distribuicdo de ions nos vérios 6rgdos da planta séo determinantes na sobrevivéncia das plantas
em tais ambientes [6].

A cultura de tecidos é uma ferramenta biotecnoldgica que pode ser empregada a fim de obter
plantas mais tolerantes a estresses abidticos, tais como a salinidade, demandando reduzido
espaco fisico e obtendo-se resposta em curto espago de tempo [2]. O estudo do efeito do estresse
salino em plantas tem sido conduzido em indmeras culturas, com os mais diversos objetivos,
como em abacaxizeiro na fase de aclimatagdo [2], no enraizamento de microestacas de
amoreira-preta [16], sobre a germinagdo de sementes de leucena [4].

A gliricidia (Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Steud) é uma leguminosa perene de porte
arboreo, nativa da América do Sul e Central [20]. Apresenta crescimento rapido e enraizamento
profundo, conferindo-lhe tolerancia a seca, sendo o seu plantio recomendado na regido da
caatinga [1]. Apresenta interesse econdmico, principalmente na regido Nordeste do Brasil,
devido seu uso multiplo [20], tais como: adubacdo verde, forragem, reflorestamento, cerca viva,
componente de sistemas agrossilvipastoris, entre outros [3]. Apesar de suas potencialidades sdo
escassas as informacges da tolerancia da gliricidia a salinidade.

A salinizagdo e/ou sodificagdo € um problema com reflexos econdmicos, sociais e
ecoldgicos, pois provocam a reducdo da produtividade das culturas e abandono das terras [9].
Porém, as atividades agrossilvipastoris ou agroflorestais constituem-se como forma alternativa
para a recuperacdo dos solos degradados pela salinidade [6]. Desta forma, é necessario
identificar as espécies tolerantes as condi¢fes adversas do meio salino.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagdo e o crescimento inicial de sementes de
gliricidia cultivadas in vitro sob diferentes niveis de estresse salino.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas sementes de gliricidia, oriundas do Campo experimental da Embrapa
Semiérido, localizado no municipio de Nossa Senhora da Gléria-SE (10°13'S, 37°25'13"W). As
sementes foram lavadas em &gua corrente por 20 minutos e, em camara de fluxo laminar foram
imersas em &lcool 70% por 1 minuto, em solugdo de hipoclorito de s6dio (NaOCI) 2% (2:1) sob
agitacdo durante 20 minutos, seguido da triplice lavagem em agua destilada e esterilizada.

Posteriormente foram inoculadas em frascos de vidro com capacidade para 250 mL,
contendo 30 mL de meio de Murashige & Skoog-MS [15], suplementado com 30 g L™ de
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sacarose e diferentes concentracfes de NaCl (0, 30, 60, 90 e 120 mM). Os meios de cultura
com pH ajustado para 5,8 = 0,1 foram gelificados com 6,5 g L™ de &gar e, submetidos a
autoclavagem (121°C e 1,0 atm por 15 minutos). As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 25 C # 2, umidade relativa do ar média em torno de 70%,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 60 pmol m?s™.

Apos 30 e 60 dias de cultivo foram avaliadas a porcentagem de germinacao, porcentagem de
plantulas normais, comprimento da parte da aérea (cm) e viabilidade, seguindo uma escala de
notas (5: folhas totalmente verdes; 4: inicio do secamento e morte das folhas; 3: entre 30 e 50%
das folhas e brotos mortos; 2: mais de 50% das folhas mortas e mais de dois brotos vivos; 1:
folhas e brotos totalmente mortos; 0: plantas que ndo desenvolveram brotos, adaptada de
Lemos et al. [12]. Foram consideradas normais as plantulas que desenvolveram parte aérea e
raiz.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e cinco
repeticdes, sendo que cada repeticao representada por trés frascos com quatro sementes.

As médias das variaveis foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste de
Tukey a 5% e as médias de tratamentos quantitativos foram ajustadas equacgdes de regressdo
polinomial utilizando o programa estatistico SISVAR [7].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a anélise de variancia (Tabela 1), as concentracdes de NaCl ndo apresentaram efeito
significativo na porcentagem de germinagdo (Gs,) apds 30 dias de cultivo e na porcentagem de
plantulas normais aos 60 dias (PNgy). No entanto, foram altamente significativas (1% de
probabilidade) para as variaveis porcentagem de plantulas normais (PNsg) € viabilidade (V) €,
significativa (5% de probabilidade) para o comprimento da parte aérea das plantulas (As).
Diferentemente, apds 60 dias no meio de inoculagdo, houve efeito altamente significativo das
concentragdes do sal na germinagdo (Ggp), sendo que esta aumentou em 22% em relacdo a
avaliacdo realizada ap6s 30 dias no meio de cultivo. Além disso, ocorreu interagdo significativa
para 0 comprimento da parte aérea das plantulas (Ago) € viabilidade (V).

Apbs 60 dias de cultivo, ocorreu aumento de todas as varidveis analisadas, excetuando a
viabilidade, na qual houve a reducédo do seu valor, em relagdo a primeira avaliacéo.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia aos 30 e 60 dias de cultivo, respectivamente, para
porcentagem de germinagdo (Gspe Ggo), porcentagem de plantulas normais (PNzge PNgo),
comprimento da parte aérea (cm) (Aspe Ago) € viabilidade (V3o € Vo).

Fonte de Grau de Quadrado médio
variagdo  iperdade = Ga,t Geo' PN3, PNeo Az Ago V3o Veo
Tratamentos 4 0,05 0,15** 2.905,38** 2.24550 9,00~ 11,00~ 0,37** 0,57*
Residuo 57 0,02 0,04 398,83 955,18 2,87 3,10 0,10 0,17
Total 61
CV% 18,65 10,95 42,70 49,77 37.38 39,68 6,44 9,62
Média geral 71,29 94,76 46,77 62,10 4,44 4,54 486 4,29

! Dados transformados por Asen \/ﬁ
** g * significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.

Aos 60 dias de cultivo, a porcentagem de germinacdo da gliricidia apresentou comportamento
linear (Figura 1), verificando-se redugdo progressiva com o aumento da salinidade do meio de
cultivo. As sementes ao absorverem agua do substrato, absorvem também os sais que, por
excesso provocam distrbios fisiologicos resultando em perda do potencial germinativo®. Efeito
semelhante ao obtido em aroeira, onde a maior concentracdo de sais no meio de cultura
(3,28.10* mM) resultou em menor porcentagem de germinagéo [18] e em sementes de girassol
[19] e leucena [4] cultivadas em solucdo salina de NaCl.
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Figura 1. Porcentagem de germinacéo de plantulas de gliricidia cultivadas in vitro aos 60 dias
na presenca de diferentes concentra¢Ges de NaCl.

As crescentes concentracfes de NaCl no meio de cultura reduziram o percentual de plantulas
normais em relacdo a testemunha, seguindo um modelo quadratico, tanto aos 30 como aos 60
dias (Figura 2). Foram observadas plantulas que emitiram a radicula, mas ndo desenvolveram
um sistema radicular completo ou a formag&o de brotos e/ou folhas.

Provavelmente o estresse salino afetou o crescimento celular e o desenvolvimento das raizes
da gliricidia, resultado contrario ao obtido em microestacas de amoreira-preta, nas quais
emitiram raizes mesmo na presenca do NaCl [23]. Segunda Silva et al. citado por Martins et al.
[14] o aumento da salinidade resulta na redugdo potencial osmético do meio de cultivo,
reduzindo ou impedindo a absorcdo de agua pela planta. Ainda segundo esses autores, a fim de
manter a absorcdo de agua e reduzir a taxa de transpiracdo, as plantas reduzem o nimero de
folhas e a area foliar. Além disso, o incremento da salinidade é acompanhado de reduces
significativas no peso e comprimento da parte aérea, nimero de folhas, comprimento de raizes e
superficie de raizes por planta (Mohammad et al. 1998 citado por Esteves & Susuki [5]).

80 y =0,002x2 - 0,538x + 66,305 R2= 0,86 @30 dias de cultivo
&y =0,0014x2 - 0,367x + 76,923 R2 = 0,64 ¢ 60 dias de cultivo
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Figura 2. Porcentagem de plantulas normais de gliricidia cultivadas in vitro aos 30 e 60 dias na
presenca de diferentes concentracfes de NaCl.
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Aos 30 dias de cultivo verificou-se que a adicdo de 30 mM de NaCl promoveu maior
desenvolvimento da parte aérea, consequentemente, maior comprimento (Figura 3).
Possivelmente, isto ocorre devido a necessidade do NaCl no desenvolvimento inicial de
plantulas de gliricidia cultivadas in vitro. Efeito semelhante foi observado em segmentos nodais
de amoreira-preta, nas quais atingiram maior comprimento da parte aérea (7,71 cm) na presenca
de 50 mg L™ de NaCl [23].

10,0 y = -0,0002x2 + 0,0078x +5,0506 R?= 0,77 ® 30 dias de cultivo
y = -6E-05% - 0,0117x + 5,42 R2=0,91 ¢ 60 dias de cultivo
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Figura 3. Comprimento da parte aérea (cm) de plantulas de gliricidia cultivadas in vitro na presenca de
diferentes concentragdes de NaCl.

No entanto, este efeito positivo vai de encontro com o resultado obtido por Farias et al. [6]
estes testaram concentragdes maiores em solucdo nutritiva que as utilizadas no presente estudo
(0, 100, 200 e 400 mM) e, verificaram que concentracdes crescentes de NaCl na solucédo
reduziram o comprimento da parte aérea das plantas em relagdo a testemunha.

Aos 60 dias de cultivo verificou-se uma reducdo gradativa do comprimento da parte aérea da
plantula em fungdo do aumento da concentragdo do sal. Provavelmente devido ao efeito
osmatico provocado pelo sal, associado a toxidez de ions pela absorcdo excessiva de Na e Cl e
ao desequilibrio nutricional causado pelos disturbios na absor¢do e, ou, distribuicdo dos
nutrientes (Lacerda, 2005 citado por Farias et al. [6]). Além disso, 0 menor comprimento de
plantulas é uma das caracteristicas de plantulas submetidas ao estresse salino, pois 0 excesso de
sal no meio provoca menor absorcéo de dgua por parte das mesmas, reduzindo a velocidade dos
processos fisioldgicos e bioquimicos afetando negativamente o desenvolvimento das plantulas
[21].

Na analise de regressdo, 0 modelo quadratico foi o que melhor se ajustou aos dados da
viabilidade aos 30 dias de cultivo, porém a viabilidade aos 60 dias de cultivo apresentou um
comportamento linear em fung&o dos tratamentos (Figura 4).
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Figura 4. Viabilidade de plantulas de gliricidia cultivadas in vitro na presenca de diferentes
concentracdes de NaCl.

Apos 30 dias no meio de inoculagéo, verificou-se 0 aumento da viabilidade das plantulas de
gliricidia com o aumento da concentragcdo de NaCl, sendo que a maior nota obtida, de uma
escala variando de 1 a 5, foi 5 nas concentragdes 30 e 60 mM de NaCl, quando comparadas a
testemunha. Porém, o maior tempo de permanéncia no meio de cultivo, apds 60 dias, provocou
uma reducdo da viabilidade das plantulas, sendo que a nota média de viabilidade foi 4,3. Os
efeitos negativos dos ions Na e Cl estdo relacionados ao estresse hidrico provocado as plantas e
ao efeito toxico, principalmente sobre os sistemas enzimaticos e de membranas [23].

Aos 60 dias no meio de cultura, a concentracdo de 120 mM de NaCl proporcionou maior nota
de viabilidade (4,7) em relagéo a plantulas cultivadas na auséncia do sal, isto demonstra que a
viabilidade da espécie ndo foi afetada pela elevagdo de sais no meio.

4. CONCLUSOES

- O aumento de NaCl até a concentracdo de 120 mM reduz o potencial germinativo da
sementes da gliricidia;

- O comprimento da parte aérea das plantulas de gliricidia é afetado negativamente com o
aumento da concentracéo do sal no meio de cultivo in vitro;

- Durante o desenvolvimento inicial in vitro a gliricidia apresenta-se sensivel ao estresse
salino.

5. AGRADECIMENTOS

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessao
de bolsa, a Embrapa Tabuleiros Costeiros por disponibilizar as instalacbes e equipamentos
utilizados no estudo e a Embrapa Semiérido pelo fornecimento das sementes.

1. Barreto AC, Fernandes MF. Cultivo de alamedas de gliricidia (Gliricidia sepium) em solos de
Tabuleiros Costeiros. Aracaju: Embrapa, 2004. 4p. (Circular Técnica, 36).

2. Barroso PAV, Moura GEDD, Brito LKF, Martins CP, Macedo CEC, Lopes DBL, Alloufa MAL.
Efeito do cultivo in vitro na presenca de NaCl em plantas de abacaxizeiro na fase de aclimatagéo.
Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.7, n.3, p.473-477, 2003.

3. Carvalho Filho OM, Drumond MA, Languidey PH. Gliricidia sepium leguminosa promissora para
regides semidridas. Petrolina, Embrapa/CPATSA, 1997.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

F. P. S4, et al., Scientia Plena 10, 049901 (2014) 7

Cavalcante AMB, Perez SCJGA. Efeitos dos estresses hidrico e salino sobre a germinacdo de
sementes de Leucaena Leucocephala (Lam,) de Wit. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.30, n.2,
p.281-289, 1995.

Esteves BS, Susuki MS. Efeito da salinidade sobre as plantas. Oecologia Brasiliensis, n.12, v.4, p.
662-679, 2008.

Farias SGG, Santos DR, Freire LOF, Silva RB. Estresse salino no crescimento inicial e nutricao
mineral de gliricidia (Gliricidia sepium (Jacg.) Kunth ex Steud) em solucdo nutritiva. Revista
Brasileira da Ciéncia do Solo, v.33, n.5, p.1499-1505, 2009.

Ferreira DF. SISVAR: a computer statistical analysis system. Ciéncia e Agrotecnologia, v.35, n.6,
p.1039-1042, 2011.

Ferreira PA. Aspectos fisico-quimicos do solo. In: Gheyi HR, Queiroz JE, Medeiros JF. Manejo e
controle da salinidade na agricultura irrigada. UFPB/SBEA, Campina Grande, p.37-67, 1997.
Ferreira PA, Moura RF, Santos DB, Fontes PCR, Melo RF. Efeitos da lixiviagdo e salinidade da
agua sobre um solo salinizado cultivado com beterraba. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental, v.10, n.3, p.570-578, 2006.

Holanda AC, Santos RV, Souto JS, Alves RA. Desenvolvimento inicial de espécies arbdreas em
ambientes degradados por sais. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, n.1, p.39-50, 2007.

Leite MJH, Santos RV, Gomes ADV, Vital AFM. Aplicacdo de corretivos e crescimento de
oleaginosas em solos salinizados do semiarido. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento
Sustentavel, v.7, n.1, p.87-95, 2012.

Lemos EEP de, Ferreira M de S, Alencar LMC de A, Neto Ramalho CE, Albuquerque M de.
Conservacao in vitro de germoplasma de cana-de-acUcar. Pesquisa Agropecuéria Brasileira, v.37,
n.10, p.1359-1364, out. 2002.

Matias JR, Pereira AL, Silva RCB, Nascimento MA, Reis RCR, Dantas BF. Efeito de estresse
salino no processo germinativo de sementes de angico (Anadenanthera colubrina. In: Jornada de
iniciagdo cientifica da Embrapa Semiarido, 6., 2011, Petrolina. Anais... Petrolina: Embrapa
Semiarido, p. 297-302, 2011.

Martins SS, Pereira MC, Lima MAG, Queiroz AA, Silva ASB, Mistura C, Rodrigues JD, Orika Ono
E. Morfofisiologia da cunhd cultivada sob estresse salino. Revista Brasileira de Salde e Producédo
Animal, v.13, n.1, p.13-24, 2012.

Murashige T, Skoog FA. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue
cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473-497, 1962.

Neto Silva MF, Macedo MLA, Andrade ARS, Freitas JC, Pereira ERR. Andlise do perfil agricola
do perimetro irrigado de Sdo Gongalo-PB. Revista Brasileira de Tecnologia Aplicada em Ciéncias
Agraérias, v.5, n.2, p.155-172, 2012.

Nobrega JA, Azevedo CAV, Neto Dantas J, Lima VLA, Neto Gouveia GC. Crescimento do pinhéo-
manso sob irrigacdo com agua salina e adubagdo organica em condicBes de campo. Revista Verde
de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel, v.7, n.1, p. 61- 60, 2012,

Oliveira AM, Linhares PCF, Maracaja PB, Ribeiro MC, Benedito CP. Salinidade na germinacéo e
desenvolvimento de plantulas de aroeira (Myracroduon urundeuva FR ALL). Caatinga, v.20, n.2,
p.39-42, 2007.

Rabbani ARC, Silva-Mann, R, Ferreira RA, Carvalho SVA, Nunes FBS, Brito AS. Efeito do
estresse salino sobre atributos da germinacdo de sementes de girassol. Scientia Plena, v.9, n.5, p. 1-
6, 2013.

Reis RC, Pelacani CR, Antunes CG, Dantas BF, Castro RD. Physiological quality of Gliricidia
sepium (jacq.) Steud. (Leguminosae - Papilionoideae) seeds subjected to different storage
conditions. Revista Arvore, v.36, n.2, p.229-235, 2012.

S4 ME. Relacdes entre qualidade fisioldgica, disponibilidade hidrica e desempenho de sementes de
soja (Glycine Max (L.) Merrill). Piracicaba: ESALQ-USP, 1987. 147p. (Tese).

Tyerman D, Skerrett IM. Root ion channels and salinity. Science Horticulture, v.78, p.175-235,
1999.

Villa F, Pasqual M, Pio LAS, Teodoro GS. Cloreto de sédio e 4acido naftalenoacético no
enraizamento de microestacas de amoreira-preta cv. brazos in vitro. Ciéncia e Agrotecnologia, v.33,
Edicéo Especial, p.1819-1824, 2009.



