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SILVA, NATALIA VAZ DA. Germinacio e Estabelecimento de Mudas de Nim
Indiano (Azadirachta indica A. Juss.) Submetidas a Estresses Abioticos. 2015.
Orientadora: Rejane Jurema Mansur Custodio Nogueira. Coorientadores: Maria de

Mascena Diniz Maia e Wolfgang Harand

RESUMO

A Azadirachta indica A. Juss. destaca-se por apresentar potencial ecoldgico e
econémico por possuir multiplas utilidades medicinais, veterinarias e agropecuarias,
pode ocupar areas quentes e secas, podendo ser indicado como alternativa ambiental,
social e econébmica para nossa regido. Com o intuito de conhecer a germinacédo e a
fisiologia de mudas de nim indiano sob condig¢Ges adversas, foram conduzidos dois
ensaios no Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. O primeiro ensaio foi realizado para estudar a influéncia do periodo e da
temperatura de armazenamento na germinacdo do nim. Para tanto foram utilizadas
sementes coletadas de uma area de producdo da espécie na zona da mata norte de
Pernambuco, testando-se os periodos de armazenamento: 3, 9 e 27 dias, e as
temperaturas de armazenamento: 5 °C e 25 °C, em esquema fatorial 3 x 2, com quatro
repeticbes de 18 sementes para cada tratamento. Foi avaliada a porcentagem de
germinacdo ao longo de 21 dias. O segundo ensaio foi conduzido para avaliar o
estabelecimento de mudas de nim sob salinidade em casa de vegetacdo, por meio do
comportamento fisioldgico das mesmas. Para tanto, foram utilizadas mudas com seis
meses de idade, que foram transplantadas para vasos com capacidade para 11 L, onde
foram testados os tratamentos salinos: 0 mM, 50 e 100 mM de NaCl e 50 e 100 mM de
CaCl,, em esquema fatorial 2 x 2 + 1, com 24 repeticGes para cada tratamento. O
crescimento das plantas foi avaliado semanalmente e, apds 15, 30, 45 e 60 dias de
estresse, foram avaliados 0s seguintes parametros: as trocas gasosas (fotossintese,
transpiracdo, condutancia estomatica, concentracao interna de CO,, eficiéncia do uso da
agua e eficiéncia de carboxilacdo), as relagbes hidricas (potencial hidrico foliar, teor
relativo de agua e o percentual de danos nas membranas), os pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, b, total e carotenoides e o indice de clorofila), além da producéo e alocacéo
de matéria seca (folhas, caule e raizes). Os dados obtidos de cada experimento foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey a

5%. Quanto a germinacéo de sementes de nim, foi encontrado que esta é inibida quando



armazenada sob baixa temperatura (5 °C), enquanto que o0 armazenamento sob
temperatura de 25 °C reduzem a viabilidade das sementes. Quanto ao estabelecimento
de mudas sob salinidade, estas podem ser classificadas como tolerantes a esta condicéo,
suportando serem cultivadas por 60 dias em concentracfes de até 100 mM de NaCl e 50

mM de CaCl, sem prejuizos em sua produtividade.

Palavras-chaves: Germinacdo, Periodo de armazenamento, Temperatura de
armazenamento, Tolerancia a salinidade, Salinidade por NaCl, Salinidade por
C&Clz.



SILVA, NATALIA VAZ DA. Germination and Seedling Establishment of Neem
(Azadirachta indica A. Juss) Submitted to Abiotic Stresses. 2015. Adviser: Rejane
Jurema Mansur Custodio Nogueira. Comitte: Maria de Mascena Diniz Maia e Wolfgang
Harand

ABSTRACT

The Azadirachta indica A. Juss. Stands out for present ecological and economic
potential by having multiple medicinal, veterinary and agricultural uses, can grow in hot
and dry areas and should be indicated as environmental, social and economical
alternative to our region. In order to know the germination and physiology of the neem
seedlings under adverse conditions, were conducted two tests at the Laboratory of Plant
Physiology of the Federal Rural University of Pernambuco. The first test was conducted
to study the influence of period and temperature of storage on germination of neem. For
this purpose were used seeds collected from one production area in the region of
northern forest of Pernambuco testing the storage periods: 3, 9 and 27 days and storage
temperatures 5 ° C and 25 ° C, in a factorial arrangement 3 x 2, with four replications of
18 seeds for each treatment. The germination percentage over 21 days was evaluated.
The second test was conducted to evaluate the establishment of neem seedlings under
salinity in the greenhouse, through the physiological behavior of the same. To this end,
plants at six months of age were used, who were transplanted to pots with a capacity of
11 L, where the saline treatments were tested: 0 mM, 50 and 100 mM of NaCl and 50
and 100mM of CaCl,, in a factorial arrangement 2 x 2 + 1, us with 24 repetitions for
each treatment. Plant growth was measured weekly and after 15, 30, 45 and 60 days of
stress, the following parameters were evaluated: the gas exchange (photosynthesis,
transpiration, stomatal conductance, internal CO, concentration, efficiency of water use
and efficiency of carboxylation), the water relations (leaf water potential, relative water
content and the percentage of membrane damage), photosynthetic pigments (chlorophyll
a, b, and total, carotenoid and chlorophyll index), besides the production and allocation
dry matter (leaves, stem and roots). Data from each experiment were submitted to
analysis of variance and means were compared with each other by 5% Tukey test. For
germination of neem seeds was found that this is inhibited when stored at low
temperature (5 ° C), while storage at 25 ° C reduce the viability of the seeds. Regarding
the establishment of seedlings under salinity, these can be categorized as tolerant to this



condition, supporting be cultivated for 60 days in concentrations up to 100 mM NacCl

and 50 mM CaCl, without losses in productivity.

Keywords: Germination, Storage period, Storage temperature, Salinity tolerance,
NaCl salinity, CacCl, salinity.
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médias seguidas por mesma letra, maiusculas entre os niveis e minusculas entre
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vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
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1 INTRODUCAO

O nim é uma espécie que apresenta maltiplas possibilidades de uso que véo
desde a utilizagéo de suas folhas, casca, madeira, frutos e principalmente as sementes,
dentre as quais esta a sua principal atuagdo como inseticida natural. A espécie pode ser
utilizada para exploracdo de lenha e carvdo, no reflorestamento de areas abandonadas
ou até mesmo degradadas, para a implantacdo de sistemas agroflorestais em consoércio
com outras culturas, além do seu plantio em larga escala para o aproveitamento dos seus
produtos, em especial para producdo de inseticidas. Uma vez que o nim ja tem
potencialidade para ocupar areas gquentes e secas, ele pode ser considerado como uma
alternativa para alguns problemas ambientais, sociais e econémicos enfrentados em
regides do nosso pais.

A salinizacdo dos solos é um desses grandes problemas, sendo facilmente
encontrada em regides de clima arido e semiarido e diante dessa questdo de magnitude
mundial é imprescindivel que sejam tomadas algumas iniciativas para 0 manejo das
areas gue estdo sendo exploradas para a producgéo vegetal irrigada, para que se evite que
novas areas se tornem improdutivas pelo acimulo de sais, além da recuperagdo e
reutilizacdo das areas que j& se encontram desertificadas. Uma alternativa seria a
revegetacdo dessas areas com espécies de interesse econémico, preferencialmente de
multiplos usos, que apresentem tolerdncia para viver em ambientes salinos. Essa
estratégia além de auxiliar na reducdo do processo erosivo a que 0s solos descobertos
estdo expostos, auxilia ainda na remocdo dos ions, no aumento da capacidade de
drenagem, além da manutencao da umidade do solo pela reducdo da evapotranspiracao.

Diante disso, torna-se extremamente relevante o direcionamento de pesquisas
para o melhor entendimento do comportamento fisiol6gico de espécies como o0 nim sob
condi¢cBes adversas, para auxiliar a revegetagdo de areas que apresentam essas
condigdes, como a salinidade, no sentido de garantir o estabelecimento de um maior
nimero de mudas nesses locais de interesse. E necessario ainda o conhecimento do
comportamento da germinagdo da espécie, uma vez que é interessante saber a melhor
forma de armazenamento das sementes, a fim de assegurar a viabilidade e vigor das
mesmas pelo maior tempo possivel, para que se possa manter a producdo de mudas
além dos periodos de frutificacdo da espécie. Com isso, esta pesquisa pretende

compreender a germinacdo e o estabelecimento de mudas de nim sob condicdes
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adversas, gerando melhorias cientificas, tecnolégicas, sociais e econdmicas no sentido
de possibilitar a implantacdo da mesma em regides necessitadas de recuperacdo ou para

0 enriquecimento das atividades de exploracao.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE E SEUS MULTIPLOS USOS

A Azadirachta indica A. Juss, pertencente a familia Meliaceae, é originaria da
india e Birmania e é popularmente conhecida como nim indiano ou neem. Plantacdes
desta espécie apresentam incremento médio anual de biomassa de 3-10 m3.ha™, portanto
sdo consideradas de crescimento médio a rapido (HEGDE, 1993). Sua altura varia de
acordo com o local onde se desenvolve, havendo cita¢cdes que vdo desde 20 m até mais
de 40 m de altura. Possui um tronco reto, com 25-30 cm de didmetro aos oito anos de
idade, com casca grossa e fissurada com boa capacidade de rebrota, aceitando
facilmente podas no tronco e é munida de um grande sistema radicular com uma raiz
pivotante que pode chegar até 15 metros de profundidade, o que Ihe confere certo grau
de toleréncia a seca (CSURHES et al., 2008; NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1992; NEVES, E. J. M., 2004).

O nim € uma arvore perene ou “sempre verde”, pois ndo perde suas folhas com
facilidade, podendo perder parte delas em situacdes de extrema seca, 0 que a torna
interessante para arborizacdo por disponibilizar uma sombra fechada o ano inteiro. Suas
folhas sdo compostas - pinadas e alternas, de cor verde escuro com a borda serrilhada
medindo de 3-8 cm de comprimento. Suas flores bissexuais sdo de cor creme, com
cheiro que atraem abelhas, elas séo dispostas em cachos axilares e cada inflorescéncia
com 150-250 flores de 1 cm, tém de 15-25 cm de comprimento (CSURCHES et al.,
2008).

Seus frutos, semelhantes a azeitonas verdes, sdo do tipo drupa, tém superficie
glabra, ttm de 1-3 cm de diametro podendo ser alongados, ovais ou arredondados. S&o
de cor amarela quando maduros e compostos por polpa doce que envolve geralmente
uma unica semente, raramente duas ou trés, que pode chegar a ser metade do peso do
fruto, (CSURCHES et al., 2008; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1992). Estas
sementes possuem um teor de 35-45% de Oleo, necessitando de cuidados especiais,
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tanto para a manutencdo da boa qualidade do 6leo, quanto para prolongar o seu poder
germinativo, j& que perdem a viabilidade dentro de 3-4 semanas (HEGDE, 1993).
Plantas de nim iniciam a frutificacdo entre 3-5 anos, alcancando a sua capacidade de
producéo méxima ap6s 10 anos, com um montante de 50 Kg de frutos.planta™.ano™ e
podem viver por mais de dois séculos (CSURCHES et al.,, 2008; NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1992).

Sua madeira é avermelhada, dura e resistente ao ataque de cupins e
apodrecimento, com densidade bésica entre 0,56-0,85 g.cm™, pode ser cortada por volta
dos 5-7 anos de idade e é também utilizada na producdo de mdveis, construcdo, portas e
caixotes, (MARTINEZ, 2008; NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1992; NEVES, E.
J. M., 2004) e segundo Hegde (1993) possui propriedades comparaveis a madeiras de
teca em varios aspectos e € utilizada para construcdo de barcos, remos e lemes, sendo
por isso representativa no mercado internacional.

Araujo, Rodrigues e Paes (2000), estudando um povoamento de nim no centro-
oeste brasileiro, afirmam que ela apresenta ainda boas qualidades para fins energéticos
por possuir um poder calorifico de 4.088,5 Kcal.Kg™, um rendimento para carvédo de
38,2%, um teor de cinzas de 2,11% e porcentagem de carbono fixo de 81,82%. Essas
caracteristicas o colocam como uma possivel alternativa ao uso de madeira de florestas
nativas para lenha e carvéo, ja que a exploracdo ilegal de espécies arboreas é uma das
principais causas de devastacao dos biomas do nosso pais, principalmente da Caatinga e
do Cerrado.

Quanto as condi¢bes para o seu desenvolvimento, o nim ocorre em locais
quentes e secos, em altitudes de até 1000 m, ndo suportando frio demasiado e geadas.
Ele se desenvolve com maior sucesso do que outras espécies em solos inférteis,
pedregosos e rasos e em alguns casos, solos &cidos (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1992).

Além da India e seus paises vizinhos, onde o nim ocorre naturalmente, &
medida que se comprovavam as suas aplicac@es, ele foi implantado em outros paises e
continentes, com intuitos tanto de introduzir plantios comerciais para o aproveitamento
de seus produtos, quanto de formagdo de cultivos experimentais, para 0 conhecimento
do seu comportamento em condi¢es semelhantes as do seu local de origem. Read e
French (1993) dedicaram uma secdo de seu livro “Genetic Improvement of Neem

Strategies for the Future” para detalhar as condi¢fes da implantacdo e das pesquisas



22

com o nim em diversos paises da Asia como, Tailandia, Nepal, Sri Lanka, Indonésia,
Malésia, Paquistdo e alguns da Africa como, Gana, Senegal e Nigéria.

Martinez (2008) citou que no Brasil, os primeiros plantios, que foram
introduzidos com sementes das Filipinas, datam de 1986, e foram feitos pelo Instituto
Agronémico do Parand — IAPAR, localizado em Londrina, para estudos do nim como
inseticida. Com o tempo foram realizados mais plantios experimentais e, finalmente
com o aumento das descobertas sobre as utilidades da espécie foram feitos os primeiros
plantios comerciais em varios estados como, S&o Paulo, Goias, Mato Grosso, Para e
Tocantins.

Em um levantamento sobre as exigéncias edafoclimaticas do nim, com vistas
ao seu uso em programas agroflorestais no Brasil, Neves, E. J. M. (2004) relatou que 0s
primeiros plantios experimentais datam de 1993 e iniciaram na regido central do pais.
Ainda no mesmo trabalho, o autor comprovou a versatilidade do nim quando compara
os plantios existentes em regides com pluviosidades que vao de 600 mm (Petrolina —
PE) a 2200 mm (Castanhal — PA).

Pesquisadores da Embrapa tem desenvolvido pesquisas sobre as
especificidades silviculturais em relacdo a escolha de matrizes, colheita de sementes,
producéo de mudas, preparo do solo (NEVES; CARPANEZZI, 2008; OLIVEIRA, I. P.
et al., 2005), exigéncias nutricionais, com a determinacdo dos teores foliares de
nutrientes em funcdo do que é disponibilizado pelo solo (NEVES; CARPANEZZI,
2006; NEVES, E. J. M. et al., 2013; OLIVEIRA, I. P. et al., 2005), espacamento do
plantio, condi¢es para o plantio de mudas em campo até a época de aproveitamento
dos produtos de interesse, sejam frutos (NEVES; CARPANEZZI, 2008), sementes,
madeira, etc., utilizando para isso plantios de todas as regides do Brasil.

Carpanezzi e Neves (2010) em uma analise critica apontaram algumas lacunas
e indicam diversas sugestdes para a melhoria do cenario da producdo nacional de nim
indiano. Eles fizeram uma analise da caréncia de estudos nas &reas de silvicultura,
considerando a particularidade de cada local, no melhoramento genético, na producéo
de madeira, além do aproveitamento dos produtos da copa. Este dltimo tema é de
extrema relevancia uma vez que a partir dai pode-se aproveitar os compostos advindos
das suas folhas e cascas, através da extracdo do 6leo presente em seus frutos e sementes,

além da torta residual desta prensagem que € Gtil para fins inseticidas e fertilizantes.
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Dentre os estudos realizados com o extrato do nim, os que apresentaram fins
farmacéuticos e pesticidas mostraram maior relevancia, sobretudo no isolamento de
varios compostos ativos como a azadiractina, nimbina, e salanina (TEWARI, 1993).
Porém, é sobre a azadiractina que se tem concentrado maior parte das pesquisas por
apresentar acdo inseticida, sendo os frutos a sua principal fonte (ALVES, P. D. et al.,
2009; COSTA et al., 2010; ESPARZA-DIAS et al., 2010; GONCALVES; BLEICHER,
2006a; GONCALVES; BLEICHER, 2006b). Este composto tem demonstrado efeitos
similares aos inseticidas tradicionais, por apresentarem modos de a¢do que vao desde a
modificacdo da ecdise - processo de troca de casca dos insetos -, retardo do consumo de
alimentos e até do desenvolvimento (MARTINEZ, 2008).

A azadiractina, assim como a maioria dos compostos encontrados nas partes da
planta do nim indiano, pertence a classe dos limonoides e foi isolado em 1972. Os
limondides sdo considerados os maiores representantes dos terpenos com acao
inseticida, sdo também conhecidos como meliacinas por serem encontrados
principalmente em plantas da familia Meliaceae, como € o caso do nim (VIEGAS JR.,
2003).

Além de fins agricolas, o nim é utilizado para fins medicinais, como relatam
Biswas et al. (2002) em uma revisdo onde reuniram compostos isolados de Varios
orgdos de plantas de nim. Neste trabalho conseguiram enumerar distintas atividades
bioldgicas da espécie, como: antiinflamatoria, antiartrite, hipoglicémica, antigastrica,
espermicida, antifdngica, antibacteriana, diurética, antimalaria, imunomoduladora e

antitumoral.

2.2 GERMINACAO DO NIM INDIANO E SUAS INTERFERENCIAS

O conhecimento das condicGes ideais para a germinacgdo de espécies florestais
é de extrema relevancia, especialmente quando se trata de uma espécie com potencial
para reflorestamento, seja na implantacdo de sistemas agroflorestais ou plantios
comerciais, ou ainda para recuperacdo de areas degradadas, uma vez que garantindo
algumas condicBes, como a boa germinacéo, pode-se chegar mais perto da formacao de
mudas de boa qualidade, que poderdo render mais tarde, individuos adultos mais

produtivos e com sucesso na reproducdo de alguma caracteristica de interesse.
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A germinag&o do ponto de vista fisiologico, é o ato de sair do repouso e entrar
em atividade metabdlica (NASSIF; VIEIRA; FERNANDES; 1998), e esse processo
pode ser influenciado por diversos fatores, podendo estes ser intrinsecos, quando é
inerente a semente ou a planta mae, ou extrinsecos, quando esses fatores, bidticos ou
abidticos, sdo advindos de circunstancias do ambiente.

Relata as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), um numero
grande de sementes apresenta algum tipo de impedimento para que ocorra a
germinacdo, fato que pode estar atrelado a dorméncia fisiol6gica ou dorméncia fisica, o
que ndo é o caso das sementes de nim, ja que estas ndo apresentam nenhum tipo de
dorméncia (PHOGAT et al., 2009). No entanto, Carvalho e Nakagawa (2000) indicam a
agua, a temperatura e 0 oxigénio como fatores essenciais a germinacao, existindo outros
limitantes como, por exemplo, intensidade luminosa e substrato como muitos autores
vém abordando em estudos com espécies florestais (ANDRADE; PEREIRA, 1994;
OLIVEIRA, M. T. R. et al., 2009; PACHECO et al., 2006)

Particularmente em relacéo ao fator umidade, inicialmente foi feita por Roberts
(1973), uma classificacdo de sementes em relacao a sua tolerancia a dessecacgédo, onde as
ortodoxas sdo aquelas que suportam ser dessecadas até baixos teores de umidade, e as
recalcitrantes, aquelas que ndo suportam tal nivel de dessecacdo sem que haja danos e
até a morte da semente. Posteriormente, Ellis et al. (1990) sugeriram uma terceira
classificacdo, as intermediarias, para 0 grupo de sementes que podem se comportar
como ortodoxas ou como recalcitrantes. Elas suportam certo grau de dessecacao, porém
ndo sdo tdo sensiveis como as recalcitrantes, nem tdo tolerantes quanto as ortodoxas,
existindo sim, niveis de tolerancia a dessecacdo. Essa variacdo de resposta neste grupo
de sementes pode depender das espécies, dentro do mesmo género, e até da procedéncia
das sementes, dentro de uma mesma espécie (MEDEIROS; EIRA, 2006).

Com relagéo a essa classificagdo, 0 nim se encontra em uma situacdo bem
indefinida, pois sdo encontrados trabalhos que variam muito com a regido do estudo e
sdo reportadas classificacdes errdneas de varias espécies (MEDEIROS; EIRA, 2006).
As sementes de nim foram incluidas nos trés grupos citados anteriormente
(MEDEIROS; EIRA, 2006; VARGHESE; NAITHANI, 2000a), portanto, € comum a
todos os trabalhos nessa linha de pesquisa, com espécie que se encontram nesta
situacdo, o interesse em classifica-la definitivamente quanto a tolerdncia de suas

sementes a dessecacdo, para que desta forma, se possam descobrir as melhores formas
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de manutencdo e um possivel prolongamento da viabilidade destas sementes, no intuito
de utiliza-las para fins de melhoramento, de producdo de mudas para reflorestamento ou
recuperacdo de areas degradadas, entre outros fins.

Embora existam trabalhos que classifiquem as sementes de nim como
recalcitrantes e ortodoxas (MEDEIROS; EIRA, 2006; VARGHESE; NAITHANI,
2000a), a hipdtese mais adotada é a de que as mesmas sejam intermediarias
(SACANDE; BUITINK; HOEKSTRA, 2000), justificada exatamente por essa gama de
respostas que vém sendo publicadas ha décadas. Estas variam principalmente em fungédo
da procedéncia do material vegetal utilizado em cada pesquisa, embora haja aqueles que
justifiquem que outras condi¢des também ndo estejam padronizadas entre os estudos,
mas que merecem especial atencdo. Entre esses fatores estdo, a idade fisiologica dos
frutos no momento da coleta (BHARATHI et al., 1996; EESWARA; ALLAN;
POWELL, 1998; PAULA et al., 2009; PEDROSO; AZEVEDO; VANZOLINI, 2008), o
conteldo de agua das sementes (EESWARA; ALLAN; POWELL, 1998; NEYA et al.,
2004; VARGHESE; NAITHANI, 2000a), o pré-tratamento das sementes (AZAD;
ZEDA-AL-MUSA; MATIN, 2010; CHANEY; KNUDSON, 1988), as embalagens
utilizadas para o armazenamento (FLORIANO, 2004), bem como os periodos e as
temperaturas de armazenamento aos quais as mesmas sdo submetidas (BERJAK et al.,
1995; BONJONAVI; BARBEDO, 2008; VARGHESE; NAITHANI, 2008), inclusive as
variaveis que sdo escolhidas para a classificacao definitiva das sementes nesses estudos
(VARGHESE; NAITHANI, 2000a).

Neste aspecto, varias pesquisas vém sendo realizadas desde a década de 90,
com espécies que apresentam um comportamento fisiologico de sementes de dificil
manejo (ANDREO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006; BONJONAVI; BARBEDO,
2008, MENDONCA; DIAS, 2000; NEVES, C. S. V. J., 1994; SACANDE; BUITINK;
HOEKSTRA, 2000; VERTUCI, 1993), por sua alta sensibilidade a variagOes
ambientais, sejam elas recalcitrantes ou intermediarias, como é o caso do nim. Estas
vém sendo cada vez mais aprimoradas, até o ponto de se estudar o que ocorre
bioquimicamente nas sementes (SACANDE; BUITINK; HOEKSTRA, 2000;
SACANDE et al., 2001; VARGHESE; NAITHANI, 2000b) , como o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e expressdes diferenciais de enzimas que podem
estar envolvidas nestas variacbes tdo bruscas de comportamento (VARGHESE;

NAITHANI, 2002). Além disso, estudos mais recentes testam o crioarmazenamento,
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que seria 0 uso de congelamento em nitrogénio liquido a fim de se preservar a
viabilidade destas sementes, associando ainda o estudo das injurias desta técnica através
do monitoramento de variaveis bioquimicas (VARGHESE; NAITHANI, 2008).

S40 necessarios cada vez mais esforcos para se conhecer o complexo
funcionamento do processo germinativo destas sementes, para que entdo se consiga
definir um padréo que possibilite a manutengéo da viabilidade e do vigor desse material
para diversos fins, sejam os que ja foram citados anteriormente, ou até para a
preservacao da biodiversidade através de constituicdo de bancos de germoplasma por

periodos tdo grandes quanto possivel.
2.3 SALINIDADE: CAUSAS E EFEITOS EM PLANTAS

Para que o solo seja caracterizado como salino, 0 mesmo deve apresentar uma
concentracdo de sais sollveis que causem prejuizos ao desenvolvimento de um grande
grupo de plantas cultivadas (ABROL; YADAV; MASSOUD, 1998), devendo
apresentar ainda, a condutividade elétrica de sua pasta de saturacdo >4,0 dS.m™ (25°C).
Os sais soluveis mais comumente encontrados nestes solos séo o cloreto de sddio e os
sulfatos de célcio e de magnésio, havendo ainda considerdveis quantidades dos céations
divalentes Ca®* e Mg®* (ABROL; YADAV; MASSOUD, 1998).

A salinizacdo dos solos € mais comumente encontrada em regides de clima
arido e semiarido, das quais se estima que quase 50% tenham algum grau de salinizacao
(ABROL; YADAV; MASSOUD, 1998). Nestas areas quentes e secas, a salinidade tem
uma maior predominancia, devido a pouca quantidade e mé distribuicdo das chuvas e a
alta demanda evaporativa, que aliados a ma qualidade da &gua utilizada em manejos de
irrigacdo inadequados, fazem com que haja um acumulo de sais na superficie, 0 que
causa um decréscimo do potencial osmético da solu¢do do solo, tornando a &gua
indisponivel para as plantas, o que por sua vez, gera prejuizos na germinagao
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000) e no estabelecimento de plantulas.

A depender do nivel de tolerancia que as plantas apresentam a salinidade, elas
sdo classificadas em glicofitas ou haldfitas. As primeiras ndo suportam viver em
ambientes salinos, j& as ultimas, em menor ndmero, conseguem sobreviver em

ambientes extremamente salinos, onde as concentracOes de sal seriam prejudiciais as
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espécies do grupo anterior, tendo como principal caracteristica a capacidade de
completar seu ciclo de vida sob essas condi¢des (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Na tabela 1 sdo apresentados os efeitos causados especificamente em plantas
glicofitas cultivadas, em funcdo dos niveis de salinidade classificados por meio da
condutividade elétrica do extrato de saturacdo. Pode-se observar que a partir da faixa de
2-4 dS.m™ é possivel identificar efeitos no rendimento de culturas sensiveis a
salinidade, e que, culturas tolerantes podem apresentar rendimento satisfatério, mesmo
quando cultivadas em substrato com condutividade elétrica entre 8-16 dS.m™, os quais

sdo classificados como fortemente salinos.

Tabela 1: Efeitos das classes de salinidade dos solos sobre o rendimento de espécies vegetais.

- Condutividade do
Classe de salinidade do ~ . .
extrato de saturacéo Efeitos em plantas cultivadas

solo 1

(dS.m™)

Né&o Salino 0-2 Efeitos salinos despreziveis
. Os rendimentos para culturas sensiveis
Levemente salino 2-4

podem ser afetados

Moderadamente salino 4-8 Os rendimentos sdo afetados

Somente culturas tolerantes apresentam

Fortemente salino 8-16 - . L.
rendimento satisfatorio

Somente algumas culturas muitos
Muito fortemente salino >16 tolerantes apresentam rendimento
satisfatorio

Fonte: Adaptado de Abrol; Yadav; Massoud (1998)

A salinidade é um fator estressante para as plantas predominantemente por sua
acdo osmotica, pois 0 excesso de ions torna o potencial hidrico da solu¢do do solo
extremamente reduzido, impedindo desta forma que a agua seja absorvida pelos
vegetais. Uma vez que a salinidade causa osmoticamente um estresse hidrico, pode ser
constatado que as respostas das plantas a salinidade sdo bastante semelhantes aquelas
que ocorrem quando as mesmas sdo expostas ao déficit hidrico (MUNNS, 2002; TAIZ;
ZEIGER, 2010).

Taiz e Zeiger (2010) chamam atencdo para um diferencial, que esta no fato de
que, quando sob deficit hidrico, as plantas ao se ajustarem a essa situa¢ao, continuam
absorvendo a é&gua do solo, causando uma reducdo da sua quantidade e
consequentemente o potencial osmotico no substrato tende a ficar cada vez mais
negativo. Ja sob salinidade, o potencial do substrato, na maioria das situacdes, é baixo,

porém constante, pois a concentracdo de sais no solo néo ¢ alterada, restando as plantas
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se ajustar e, mesmo que lentamente, manter o seu desenvolvimento. Porém, além desse
efeito osmotico, pode haver ainda os efeitos da absorcdo excessiva dos ions
solubilizados na solucdo, podendo a planta sofrer com os efeitos especificos (toxidez)
desses ions sobre as enzimas e membranas (LARCHER, 2004).

Plantas submetidas ao estresse salino inicialmente podem absorver os ions ou
ndo. Quando ainda ndo os tem absorvido, o efeito adverso causado € o déficit hidrico,
como dito anteriormente, neste caso as plantas podem sintetizar solutos organicos, como
glicina betaina, prolina, sorbitol, manitol, pinitol e sacarose (TAIZ; ZEIGER, 2010), a
fim de tornar o seu potencial hidrico mais negativo e assim manter a absor¢do de agua.
No segundo caso, a dgua é absorvida juntamente com 0s ions, estes sdo acumulados no
interior das células e podem causar toxidez, desta forma as plantas podem
compartimentalizar esses ions ou extrusa-los por estruturas especificas, dependendo do
nivel de adaptacdo que a mesma apresente (GREENWAY; MUNNS, 1998). Além
dessas respostas, Larcher (2004) reporta como mecanismos de regulacdo da
concentragdo de sais no interior das plantas, a exclusdo de sais, dada por meio de
barreiras que limitam o transporte dos ions a longas distancias, desta forma algumas
partes da planta, como a parte aérea, por exemplo, permanecem com uma pequena
concentracéo de sal; ele cita a suculéncia, que ocorre com o aumento do volume celular
a medida que ha entrada dos sais, mantendo desta forma praticamente a mesma
concentracdo salina dentro das células, evitando os efeitos deletérios de seu excesso; e 0
autor menciona ainda a redistribuicdo de sais, que evita um aumento na concentracao de
ions em determinadas partes da planta, sendo esses ions translocados via floema.

A possibilidade de respostas das plantas a esse tipo de estresse € imensa e
bastante variada em funcdo do grupo que a planta esta incluida, da préopria espécie e até
do gendtipo. Mais tarde, Munns e Tester (2008) classificaram as respostas das plantas a
salinidade em nivel celular, em nivel de 6rgdo e em nivel da planta inteira, podendo
estas respostas ocorrer de duas formas, rapida ou lenta. Na forma rapida, chamada fase
osmotica, ha reducdo do potencial osmotico externo e uma inibicdo do crescimento da
parte aérea, e na forma lenta, chamada fase ibnica, se da o excesso de ions
(predominantemente o Na*), e ocorre a senescéncia de folhas maduras, semelhante aos
tipos de resposta demonstrados anteriormente. Para se distinguir os efeitos osméticos ou
ibnicos que as plantas estdo sofrendo, pode-se observar a taxa de emissdo de novas

folhas e os sinais de injarias em folhas mais velhas, e isso pode ser feito atraves de
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medigdes do crescimento (crescimento das folhas). Além disso, para observar esses
efeitos podem ser avaliadas também as trocas gasosas (condutancia estomatica) das
plantas cultivadas sob salinidade (MUNNS; TESTER, 2008)

Especificamente, os efeitos osmaticos da salinidade, similares aos do estresse
hidrico, inicialmente sdo a inibicdo da expansdo da area foliar, a abscisdo foliar, o
acentuado crescimento de raizes e o fechamento estomatico (TAIZ; ZEIGER, 2010).
Essas respostas afetam diretamente o crescimento, pela reducdo do conteldo de agua
necessario para 0s processos metabdlicos e pela reducdo da assimilacdo de CO,. Pelo
fato desses processos de crescimento serem sensiveis aos efeitos dos sais, a taxa de
crescimento e a producao de biomassa podem ser utilizados como critérios para avaliar
0 grau de estresse e a capacidade da planta de superar a salinidade (LARCHER, 2004).

Quanto aos efeitos idnicos da salinidade, eles podem ser primarios, quando ha
um aumento significativo da concentracdo de ions no interior das células da planta
causando toxidez, e secundarios, quando esse excesso de ion é predominantemente
prejudicial as estruturas celulares. No primeiro caso, ha o acimulo principalmente de
Na®, CI" ou SO, nas células (TAIZ; ZEIGER, 2010), podendo o Na' ter a sua
concentracdo aumentada antes mesmo do ClI" (MUNNS; TESTER, 2008). No entanto, o
CI" ¢ citado como o ion mais toxico, pois algumas plantas evitam a absor¢do do Na* nas
raizes, enquanto que o CI" segue livremente em todas as partes tornando-se, portanto o
componente mais toxico (MUNNS; TESTER, 2008).

Em relacdo a entrada excessiva de ions para o interior das plantas sob
salinidade, podem ser citados alguns efeitos primarios, como o aumento da razdo Na" e
K", que inativa as enzimas e inibem a sintese de proteinas; a alta concentragio de Na",
que pode deslocar Ca** da membrana plasmatica, além de inibir a absorcdo de K*
causando um desbalanco nutricional; e juntamente com o acimulo do Na®, o excesso de
CI" nos cloroplastos provoca a inibigdo da fotossintese. Secundariamente, esses
disturbios metabdlicos podem causar a ruptura da integridade das membranas e do
metabolismo celular, a producdo de moléculas toxicas (Espécies reativas de oxigénio —
ERO) e entdo a morte celular (TAIZ; ZEIGER, 2010).

Para os estudos experimentais dos efeitos da salinidade em plantas, o NaCl é o
sal mais utilizado, pois os ions Na* e CI” sdo encontrados em maior concentragio nos
solos salinos e/ou sodicos. Porém, em condigdes naturais, embora haja uma

predominancia desses ions, sdo encontrados também outros ions, que influenciam direta
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ou indiretamente na acdo destes primeiros e que também sdo absorvidos pelas plantas
podendo causar injdrias significativas em sua produtividade. A fim de conhecer o
comportamento de plantas quando expostas a salinidade, sdo encontrados na literatura
pesquisas que utilizam além do NaCl, também outros tipos de sais no substrato como o
CaCl, e KCI (ALVES, F. A. L. et al., 2008), KNOs e Ca(NOs), (AKINCI; SIMSEK,
2004; EBERT et al., 2002) e até alguns agentes que promovem a reducdo do potencial
osmotico das solucdes, como PEG (polietilenoglicol) e manitol (MUNNS; TESTER,
2008).

Através desses testes com diferentes sais, ja sdo reportados que a adi¢do de
alguns ions pode causar efeitos benéficos no desempenho de plantas sob estresse salino.
A variacdo de potassio (KNO3) e calcio (Ca(NOg),), por exemplo, causa incremento no
crescimento de embrides maduros de pepino submetidos a estresse por NaCl (0 mM,
100 mM e 150 mM) in vitro; a presenca do Ca* e do K* adicional é capaz de inibir os
efeitos da salinidade (AKINCI; SIMSEK, 2004) e Ebert et al. (2002) também afirmam
gue um suplemento moderado de 10 mM de Ca(NOs3), reflete em bons efeitos no
crescimento e metabolismo de plantas de goiabeira estressadas por NacCl.

Além desses resultados, a aplicacdo de 10 mM de CaCl; reduziu os impactos
do NaCl (até 225 mM por 15 dias) em plantas jovens de trigo, resposta que foi atribuida
pelos autores, a expressdo de enzimas antioxidantes, sendo este o fator determinante
para o enfrentamento desse estresse (ALLA et al., 2014). Também testando os efeitos
desses sais, Arshi, Abdin e Igbal (2006) encontraram danos bem maiores nos
tratamentos de NaCl isolado, em relacdo aos tratamentos de CaCl, isolado e aqueles
resultantes da combinacgéo dos dois sais, comprovando mais uma vez o efeito mitigador
da adicdo de pequenas concentracdes de CaCl, em plantas sob salinidade.

Além destes, varios outros trabalhos encontraram efeitos positivos do CaCl,
em varias espécies como em sorgo (LACERDA et al., 2004), em oliveiras (MELGAR;
BENLLOCH; FERNANDEZ-ESCOBAR, 2006), em lentilha d’4gua (CHENG et al.,
2013), inclusive em haléfitas como a atriplex (NEDJIMI; DAOUD, 2009) e a Limonium
bicolor (DING et al., 2010). Essas respostas sdo justificadas por Carvajal, Cerda e
Martinez (2000), pois os ions de Ca* devem atuar na funcio dos canais de passagem de
4gua das raizes, impedindo que os fons de Na* sejam absorvidos pelas plantas, talvez
por uma competicdo entre estes ions nos sitios de ligacdo das membranas, causando,

com isso, uma reducao dos efeitos da salinidade pelo NaCl.
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No entanto, essas respostas podem ndo ocorrer, como € 0 caso de uma pesquisa
que analisou o rendimento de plantas de milho, meldo e feijdo sob salinidade imposta
por diferentes niveis de NaCl, de CaCl, e de ambos os sais combinados. Os autores
encontraram uma reducdo no rendimento proporcional ao aumento da concentragdo
salina, independente do sal utilizado. O interessante de observar € que as curvas de
crescimento afetadas ao longo dos niveis obtiveram rendimentos diferentes, seguindo a
ordem CaCl, > NaCl*CaCl, > NaCl, denotando que o NaCl foi mais prejudicial para as
trés culturas estudadas e o CaCl, o sal que causou menores injdrias, retificando
portanto, que ndo foi encontrado o efeito mitigador do CaCl, em conjunto com o NaCl
que é reportado em outras pesquisas, pois todos os niveis utilizados a partir desta
combinacdo apresentaram efeitos intermedidrios entre os dois sais aplicados
isoladamente.

Alves F. A. L. et al., (2008), também ndo encontraram o efeito atenuador do
CaCl, (3 mM) na absorcéo e transporte de fons Na* em plantas de cajueiro sob estresse
de 200 mM de NaCl por 72 horas. Porém, a adicdo de KCI (5 mM) melhorou o
desempenho das plantas sob esse mesmo nivel de NaCl, ja que causou uma reducdo na
absorgdo e transporte de Na* para os caules e folhas. Em pesquisa com abordagem
semelhante (LACERDA, 2005 apud ALVES F. A. L. et al., 2008) encontraram
resultados diferentes quando cultivaram plantas de feijao sob alta e baixa umidade,
justificando que o uso do CaCl, como amenizador da salinidade depende de fatores
ambientais como a umidade relativa do ar.

Além destas pesquisas, 0s resultados obtidos por Silva, J. V. et al. (2003)
também ndo sustentam a hipo6tese de que o calcio suplementar tem efeitos inibitorios
sobre o estresse por NaCl. Inclusive, foram encontradas reduces do rendimento e na
producdo de matéria seca para a parte aérea de plantas de pepino, proporcional ao
aumento das concentracgdes salinas, sendo encontrados efeitos mais prejudiciais quando
submetidas a 30 mM de CaCl, (COLLA et al.,, 2013). Mostrando que ainda sé&o
necessarios mais estudos nessa linha, para averiguar a influéncia de diferentes sais
isoladamente para conhecer até que ponto eles podem ser benéficos ou causar prejuizos
na produtividade das plantas.

No caso especifico do nim indiano, também s&o encontrados alguns estudos
que vém sendo realizados com o intuito de se conhecer o seu comportamento quando
submetidas a salinidade (CHA-UM et al., 2004; DAGAR, 2006; DINIZ et al., 2013,
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FREIRE et al., 2010; GURUMURTHY et al., 2007; HOLANDA et al., 2007; NUNES
et al, 2012; PANDE; TARAFDAR, 2002; SHIVANNA; NAGASHREE;
GURUMURTHY, 2013), porém ainda sdo insuficientes, pois 0s estudos sdo
desenvolvidos em diversas partes do mundo, e cada um deles abrange um ndmero
limitado de variaveis fisiologicas, bioquimicas, moleculares e anatdbmicas. Para que se
possam caracterizar os mecanismos de resposta utilizados pelo nim indiano, ainda é
necessario o desenvolvimento de experimentos sob condi¢des controladas que teste
niveis considerados medianos e altos de concentracdo de diferentes sais e que essas
plantas sejam avaliadas ao longo de periodos consideravelmente longos, pois
conhecendo os limites de tolerancia da espécie é que se pode indicar a introducdo desta

em areas onde as suas utilidades sdo extremamente requisitadas.

2.4 O NIM INDIANO: UMA ALTERNATIVA SUSTENTAVEL

O nim ¢€ utilizado h& muitos séculos pela populacdo indiana para fins diversos
por apresentar potenciais na area medicinal considerados empiricamente como
“milagrosos”. Com o passar dos anos € o aumento de interesse e investimentos,
principalmente nas &reas dos produtos farmacéuticos e agricolas, os cientistas
comegaram a comprovar a eficacia dos compostos presentes nesta planta e cada vez
mais vem se difundindo o conhecimento acerca das suas aplicabilidades e por esses
motivos, ha quem a rotule de planta maravilha (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1992; TEWARI, 1993).

Uma dessas principais aplicabilidades estd relacionada ao meio agricola e
agropecuario, uma vez que o nim produz compostos que ao longo das Gltimas décadas
teve sua eficiéncia comprovada em relacdo a alguns inseticidas sintéticos (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1992) e ja sdo produzidos inseticidas a base desses compostos
naturais que tem atuacdo conhecida em mais de 300 espécies (MARTINEZ, 2008). Essa
caracteristica tem posicionado 0 nim como uma alternativa sustentavel que pode ser
empregada por ser seguro, biodegradavel, ndo téxico e de baixo custo (HEGDE, 1993).

Os estudos com o nim tém produzido resultados promissores e o0
desenvolvimento de pesquisas na area de producdo da espécie tem grande valia, uma
vez que ela se adapta bem em ambientes de clima quente, condi¢cdo que caracteriza

varias regides do nosso pais. Além disso, por ser uma espécie de maltiplos usos, 0 nim
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se torna interessante tanto na implantacdo de sistemas agroflorestais, quanto no
reflorestamento de areas abandonadas pela agricultura convencional, que muitas vezes
sdo destinadas a familias que se mantém através da agricultura de subsisténcia, ou ainda
na implantacdo de plantios comerciais (CARPANEZZI; NEVES, 2010; NEVES;
CARPANEZZI, 2008; NEVES, E. J. M., 2004).

Independente da modalidade de cultivo deve-se ter conhecimento da maneira
mais viavel ambiental, econdmica e socialmente de se realizar a producdo em grande
escala de mudas desta espécie para os mais variados fins. A partir dai é que surge a
necessidade do desenvolvimento de pesquisas sobre a fisiologia das sementes, a
germinacdo da espécie, além da caracterizacdo do comportamento fisioldgico destas
plantas, ainda jovens, quando cultivadas sob condicdes adversas, como a salinidade,
uma vez que € necessario conhecer para se manejar qualquer que seja a especie de

interesse.

2.4 HIPOTESE

H& um padrdo no comportamento da germinacdo em funcdo do periodo e da
temperatura de armazenamento em sementes de nim que serdo Uteis para a producdo de
mudas da espécie para diversos fins.

O nim indiano apresenta tolerancia a salinidade servindo como alternativa para
o reflorestamento, a implantagdo de sistemas agroflorestais e a recuperacdo de

ambientes salinizados da nossa regiao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de fatores abioticos na germinacéo e no estabelecimento

de mudas de nim indiano.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento sobre a

germinacédo de sementes de Azadirachta indica A. Juss;

e Acompanhar o crescimento em altura, nimero de folhas e diametro do caule,
além da producdo de biomassa seca e alocacdo desta para os diversos 6rgdos de plantas
jovens de nim indiano em casa de vegetacao sob diferentes condi¢des salinas;

e Analisar o comportamento das trocas gasosas (fotossintese, transpiracao,
condutancia estomatica, concentracdo interna de CO,, eficiéncia do uso da agua e
eficiéncia de carboxilacdo) de mudas de nim indiano sob salinidade por NaCl e CaCl,

em condig0es de casa de vegetacéo;

e Avaliar os efeitos da salinidade por NaCl e CaCl, nas rela¢es hidricas
(potencial hidrico foliar, teor relativo de dgua e percentual de danos nas membranas) em

mudas de nim indiano;

eEstudar os pigmentos fotossintéticos (método ndo destrutivo — SPAD e
destrutivo — extracdo bioquimica) do nim indiano sob niveis crescentes de NaCl e
CaCly;
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eElaborar uma ficha de descritores fisioldgicos capazes de identificar os
mecanismos de resposta ao estresse salino por NaCl e CaCl, para mudas de nim

indiano.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE,
constituida por dois ensaios.

O primeiro foi um ensaio de germinagéo, realizado no intuito de conhecer as
limitacbes da germinacdo do nim em funcdo do periodo e da temperatura de
armazenamento. Uma vez que as sementes de nim tem como caracteristica a perda
consideravel de viabilidade em poucos dias (HEGDE, 1993; MARTINEZ, 2008;
PHOGAT et al., 2009), as sementes utilizadas para este ensaio foram coletadas na
ocasido da montagem.

Foi realizado ainda um experimento em casa de vegetacdo para o estudo

fisioldgico do estabelecimento de mudas de nim sob condigdes de salinidade.

4.1 ENSAIO | — INFLUENCIA DO PERIODO E TEMPERATURA DE
ARMAZENAMENTO DAS SEMENTES NA GERMINACAO DE NIM INDIANO

4.1.1 Local de experimentacdo e aquisi¢cdo das sementes

O experimento foi conduzido no periodo de abril a junho de 2014. Para tanto,
foram coletados frutos de nim de trés arvores matrizes em abril de 2014, em uma area
de cultivo da espécie, localizada no municipio de Itabaiana-PB, pertencente a Cruanji
Neem do Brasil, empresa de beneficiamento de 6leo de sementes de nim, cuja sede é
instalada no municipio de Timbauba-PE, distante 106 Km da cidade do Recife.

Os frutos foram coletados diretamente dos galhos das arvores com uso de um
poddo e uma lona, em seguida os mesmos foram levados ao Laboratério de Fisiologia
Vegetal da UFRPE onde ficaram amadurecendo por trés dias. Apos esse periodo foi
feita a despolpa dos frutos, utilizando uma peneira e 4gua corrente e entdo as sementes
foram postas para secar sobre folhas de papel em temperatura ambiente por dois dias
(Figura 1).



37

™

Figura 1. A - Frutos de nim indiano coletados no municipio de Itabaiana-PB em abril de 2014, B -
Despolpa manual com peneira e C - Secagem das sementes em condi¢Ges ambientes (Fonte: Silva, 2013)

O material coletado de cada matriz foi avaliado quanto ao comprimento e a
largura da semente com o uso de um paquimetro digital, marca Digimess, além do peso
da semente que foi aferido com o uso de uma balanca analitica, marca Shimadzu,
modelo AY220. Foram amostradas 100 sementes e os valores médios destas variaveis

se encontram na tabela 2.

Tabela 2. Comprimento, largura e peso médios de 100 sementes coletadas de trés matrizes no municipio
de Itabaiana-PB em abril de 2014

Comprimento (mm) Largura (mm) Peso ()
Matriz 1 14,29 +1,20 5,62 +0,65 0,15 +0,04
Matriz 2 12,17 +0,86 6,65 +0,48 0,22 0,05
Matriz 3 13,73 +0,93 6,54 +0,49 0,19 +0,04

4.1.2 Tratamentos testados e delineamento experimental

Apobs o beneficiamento dos frutos, cada um dos lotes, agora constituido por
sementes foi dividido em duas amostras, que foram armazenadas em sacos de papel a
5 °C (refrigerador) e a 25 °C (ar condicionado). Estas amostras permaneceram
armazenadas sob estas condigdes por 3, 9 e 27 dias. Ap6s cada periodo de
armazenamento as mesmas foram higienizadas com solucdo de detergente a 5% por
cinco minutos (BRASIL, 2013) e lavadas em agua corrente, quando entao se procedeu a
montagem do experimento.

As sementes foram dispostas em placas de Petri previamente forradas com
uma folha de papel de filtro e mantidas fechadas dentro de uma camara do tipo B.O.D.
(Marca Adamo) previamente limpa com solucdo de detergente e posteriormente com
alcool 70%. Todos os materiais utilizados foram autoclavados em autoclave vertical

(Phoenix Luterco), a 120 °C (1 Kgf.cm™) por 20 minutos. O experimento foi conduzido
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sob temperatura constante de 35 °C, onde foi verificada maior porcentagem de
germinacdo de sementes de nim (VIDIGAL et al., 2007). Todos os tratamentos foram
umedecidos com agua destilada em quantidade suficiente para umedecer o substrato e
no interior da cdmara de germinagdo a umidade relativa média foi de 24% durante todo
0 periodo experimental.

Uma amostra de sementes que ndo passou por nenhum tipo de armazenamento
foi posto para geminar sob as mesmas condi¢cbes dos demais tratamentos para se
identificar a porcentagem de germinacdo apds os processos de beneficiamento. O
delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3
X 2 (3 periodos - 3, 9 e 27 dias e 2 temperatura - 5 °C e 25 °C), totalizando 6

tratamentos compostos por cinco repeticBes de 18 sementes, totalizando 630 sementes.
4.1.3 Variavel analisada
A contagem da germinacdo foi feita em intervalos de trés dias até os 21 dias,
considerando como critério, a emissdo de 2 mm de radicula. De posse destes dados foi
calculada a porcentagem de germinagéo (%G) para todas as ocasifes das contagens.
4.1.4 Anélise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o

software Assistat 7.7.

4.2. ENSAIO Il - ESTABELECIMENTO DE MUDAS DE Azadirachta Indica
A. JUSS. SOB SALINIDADE

4.2.1. Local de experimentacéo e aquisi¢cdo das mudas
O experimento foi conduzido no periodo de setembro a dezembro de 2014. As

variaveis ambientais no interior da casa de vegetacdo foram registradas com o uso de

um termohigrémetro. Durante todo o periodo experimental a temperatura média foi de
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32,9 °C, variando de 27,8 °C a 39,9 °C, e a umidade relativa do ar média foi de 55%,
variando de 32% a 73%, respectivamente.

Para a montagem deste ensaio foram utilizadas mudas de nim indiano, cedidas
pelo Centro de produgdo e comercializagdo de Recife do Instituto Agrondmico de
Pernambuco — IPA. Quando cedidas, as mudas tinham 6 meses de idade e estavam
mantidas em sacos de polietileno com capacidade para 1 Kg de substrato composto por
esterco de gado e solo na proporc¢éo de 1:3. As mudas foram produzidas sexuadamente
de sementes coletadas de matrizes localizadas no bairro de Torrdes, em Recife — PE.

Primeiramente, 120 mudas foram selecionadas, quanto a sanidade, a altura e ao
numero de folhas, em seguida foram transplantadas para vasos de polietileno com
capacidade para 11 L, previamente preenchidos com aproximadamente 17 Kg de areia,
que foi lavada a fim de se retirar toda a matéria organica e os nutrientes. Cada um dos
40 vasos recebeu trés plantas, e as mesmas foram mantidas por 40 dias em aclimatacéo
na casa de vegetacao.

As plantas receberam rega diariamente, seguindo a sequéncia de um dia com
solucdo nutritiva a %2 forca (HOAGLAND; ARNON, 1950 adaptado por BEZERRA
NETO; BARRETO, 2012) e dois dias com agua. Para minimizar a evaporacao, 0S vasos
foram cobertos com recortes de pléstico branco evitando também que se criasse uma

camada de algas na superficie dos mesmos.

4.2.2 Tratamentos testados e delineamento experimental

Passado o periodo de aclimatagdo, foram preparadas solugdes salinas a partir
da adicdo de sais na solucdo nutritiva até as concentracbes de 50 mM (estresse
moderado) e 100 mM (estresse severo) de cloreto de sodio (NaCl) e de cloreto de calcio
(CaCly), além de uma solucdo isenta destes sais, denominada OmM (controle). As
soluges apresentavam as condutividades elétricas: 1,45 dS.m™, 6,3 dS.m™, 9,9 dS.m™,
6,9 dS.m™ e 10,5 dS.m™ para 0 mM, 50 mM de NaCl, 100 mM de NaCl, 50 mM de
CaCl, e 100 mM de CaCl,, respectivamente.

A imposicdo do estresse foi realizada de forma particionada, adicionando-se
primeiramente as solu¢des com metade de suas respectivas concentragdes (25 mM e 50
mM de cada sal) e apds um dia foram adicionadas as solu¢gdes com as concentraces

definitivas, a fim de se evitar um choque osmotico as plantas. A manutencdo dos
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tratamentos salinos foi feita através da rega dos vasos até que a condutividade elétrica
da solucdo drenada pelo orificio do vaso fosse semelhante a da solucdo estoque do
tratamento correspondente. Essa avaliacdo foi feita semanalmente com o uso de um
condutivimetro da marca Instrutherm, modelo CD-880.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 2 +1 (2 tipos de sal - NaCl e CaCl,, 2 niveis de sal - 50 mM e 100
mM e uma testemunha 0 mM), totalizando 5 tratamentos com seis repeticbes cada.
Foram realizadas avaliacbes em quatro ocasides (ap6s 15, 30, 45 e 60 dias de

diferenciagéo), totalizando 120 plantas.

4.1.3 Variaveis analisadas

A partir do transplantio das mudas, foram realizadas as medicdes relacionadas
ao crescimento e em cada época de coleta (15, 30, 45 e 60 dias apds a diferenciacdo dos
tratamentos salinos - DAD) foram avaliadas as trocas gasosas, as relac@es hidricas, os
pigmentos fotossintéticos e a determinacdo da producao e alocacdo de matéria seca para

os diversos 6rgdos. Os métodos adotados estdo descritos a seguir:

4.1.3.1 Crescimento

No momento do transplantio das mudas para os vasos de polietileno, foram
feitas marcagdes para determinar as plantas de nimero um, dois e trés de cada vaso e as
mesmas receberam uma marca indelével na altura de 1 cm da superficie do substrato,
para que a partir dai fossem realizadas as medidas de crescimento semanalmente. O
diametro do caule (DC) foi feito com o uso de um paquimetro digital, também foi
avaliada a altura das plantas com uso de uma trena, a partir dessa marca até a insercao
da primeira folha (Figura 5), além disso, foi contado o nimero de folhas das plantas.
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Figura 2. A - Medicdo do didmetro do caule e B — Medicdo da altura de mudas de nim indiano
submetidas a salinidade em casa de vegetacdo do Laboratério de Fisiologia Vegetal da UFRPE (Fonte:
Silva, 2013)

4.1.3.2 Trocas gasosas

Com o uso de um analisador portatil de CO, a infravermelho, o Infrared Gas
Analyzer — IRGA, da marca ADC, modelo LClpro*, foram avaliadas a fotossintese (A),
a transpiracdo (E), a condutancia estomatica (gs) e a concentragdo interna de CO, (Ci)
(Figura 6). Com esses dados foi calculada a eficiéncia do uso da agua (EUA) através da
razao entre a fotossintese e a transpiracao e a eficiéncia de carboxilacdo (EC) atraves da
razdo entre a fotossintese e a concentracdo interna de CO,. As avaliagbes foram
realizadas na segunda folha completamente expandida.

A fim de se determinar o horario das avalia¢Ges, foi realizado previamente um
curso diario das trocas gasosas, em intervalos de duas horas (8h, 10h, 12h, 14h e 16h),
em dois dias consecutivos para avaliar o horario de maior abertura estomatica da
espécie (Figura 6). Na ocasido determinou-se que as avaliagdes seriam realizadas as 8
horas.
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Figura 3: Curso diario da fotossintese (A) de plantas de nim indiano cultivadas em casa de vegetacao.
Meédias seguidas por mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

X e s
Figura 4. A - Avaliaco das trocas gasosas em mudas de nim indiano submetidas & salinidade em casa de
vegetacdo do Laboratério de Fisiologia Vegetal da UFRPE, B — Detalhe para a pinga do IRGA (Fonte:
Silva, 2013)
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4.1.3.3 Relagdes hidricas

O potencial hidrico foliar (¥) e o teor relativo de agua (TRA) foram avaliados
em dois horarios: as quatro horas (antemanhd) e ao meio dia. Estes horéarios foram
escolhidos devido ao fato de serem os extremos ambientais que podem ocorrer durante
o dia. Ao meio dia se encontra a maior demanda evapotranspiratoria e antes de
amanhecer se encontram as condi¢des mais amenas de temperatura e umidade relativa
do ar, portanto as plantas apresentam baixa ou nenhuma taxa transpiratoria, sendo,
portanto, este o horario provavel de maior status hidrico, onde pode ser constatado
apenas o efeito do estresse.

Para as avaliacdes, foram coletadas folhas do terco superior das plantas, as
quais foram imediatamente envoltas em filme plastico e acondicionadas em ambiente
refrigerado até o momento das avaliagBes. O potencial hidrico foi feito utilizando-se a
porcdo superior das folhas, contendo de cinco a sete foliolos, com o uso da camara de
pressdo de Scholander modelo 3035 (Soil Moisture Equipament Corp, Santa Béarbara,

CA, USA), conforme metodologia descrita por Scholander et al. (1965) (Figura 7).

,A A A .. W dw ¢
Figura 5. A e B - Coleta de material para avaliagdo do potencial hidrico foliar e C - Medicao do potencial
hidrico foliar de mudas de nim indiano submetidas a salinidade em casa de vegetacdo do Laboratério de

Fisiologia Vegetal da UFRPE (Fonte: Silva, 2013)

O teor relativo de agua foi determinado na mesma folha coletada para o
potencial hidrico foliar, pesando-se os dois foliolos basais sem as suas nervuras centrais,
obtendo-se 0 peso da matéria fresca, logo os mesmos foram postos em placas de Petri e
submersos em 10 mL de agua destilada, onde passaram 24 horas sob refrigeracdo
(Figura 8). Apos esse periodo, os foliolos foram pesados novamente, a fim de se obter o

peso da matéria targida e logo apds foram postos pra secar em estufa de circulagdo
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forcada de ar a 65°C (£5°C). Apds 72 horas os foliolos foram novamente pesados para
se obter 0 peso da matéria seca. O TRA foi calculado de acordo com a seguinte formula

(CAIRO, 1995):

TRA = (PMF — PMS) x 100
(PMT — PMS)
Onde:

TRA - Teor relativo de agua
PMF - Peso da matéria fresca
PMS - Peso da matéria seca

PMT - Peso da matéria turgida

L } ) &4;‘!' e’:':}’ '/’."/. A ; *\ _K :‘\ o) (&__, :.‘ = N

Figura 6. A - Recorte dos foliolos basais e B - Retirada da nervura central dos foliolos para obtencéo do
peso da matéria fresca e C - Imersdo em agua destilada para obtencdo do peso da matéria tlrgida, na
determinacdo do teor relativo de 4gua de folhas de nim indiano submetidas a salinidade em casa de
vegetacdo do Laboratorio de Fisiologia Vegetal da UFRPE (Fonte: Silva, 2013)

Foi avaliado ainda o percentual de danos nas membranas cortando-se 10 discos
do limbo de folhas localizadas também no terco superior das plantas, os mesmos foram
imersos em 10 mL de agua destilada em tubos de ensaio. Apds incubacdo por 24 h a
25 °C foi aferida a condutividade elétrica da solucdo (L1) e o vazamento de eletrélitos
foi induzido por meio de incubacdo em banho-maria por 1h a 100 °C, quando foi entdo
realizada outra leitura da condutividade elétrica da solucdo (L2) (Figura 9). Para
determinar o percentual de integridade das membranas, os dados foram aplicados na
seguinte formula (ALVES F. A. L., 2009).

%DM = (L1/L2) x 100
Onde:
DM — Danos nas membranas
L1 — Leitura inicial
L2 — Leitura final
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Figura 7. A - Recorte de discos de foliolos de nim, B - Incuba¢do em banho-maria dos discos em agua
destilada e C - Leitura da condutividade elétrica da solugdo para determinacéo do percentual de danos nas
membranas em folhas de mudas de nim indiano submetidas a salinidade em casa de vegetacdo do
Laboratério de Fisiologia Vegetal da UFRPE (Fonte: Silva, 2013)

4.2.3.5 Pigmentos fotossintéticos

Os pigmentos fotossintéticos foram avaliados pelos métodos destrutivo e ndo
destrutivo. No primeiro, utilizou-se o clorofilbmetro SPAD-506 (Minolta, Japdo), com o
qual foi realizada uma média de 10 leituras ao longo de toda a planta.

Foram analisados ainda os teores de clorofilas a, b, total e carotenoides pelo
método destrutivo, onde foram coletados 0,1 g de limbo foliar que foram cortados em
pequenos pedagos e imersos em 10 mL de alcool etilico, em tubos de ensaio
previamente cobertos com papel aluminio, onde ficaram por 48 h sob refrigeracéo.
Passado este periodo foram feitas as leituras da absorbancia em espectrofotdmetro da
clorofila a, b e carotenoides, com os comprimentos de onda 664 nm, 649 nm e 470 nm,
respectivamente (Figura 10). Para o calculo da concentragdo dos pigmentos, as leituras
correspondentes a absorbancia de cada pigmento foram aplicadas nas formulas que
seguem (LISCHTENTHALER; BUSCHMAN, 2001):

Clor a: 13,36 x A664 — 5,19 x A649
Clor b: 27,43 x A649 — 8,12 x A664
Clor total: Clor a + Clor b
Carotenoides: (1000 x A470 — 2,13 x Clor a — 97,64 x Clor b) / 209
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Figura 8. A - Recorte do limbo foliar em pequenos fragmentos, B — Retirada do extrato dos pigmentos
dos tubos de ensaio e C - Determinacdo dos teores de pigmentos fotossintéticos por espectrofotometria
em folhas de mudas de nim indiano submetidas & salinidade em casa de vegetacdo do Laboratério de
Fisiologia Vegetal da UFRPE (Fonte: Silva, 2013)

4.2.3.5 Producao de matéria seca e alocacdo para os diversos 0rgaos

Apos a realizacdo de todas as andlises ja descritas em cada época de avaliacdo
(15, 30, 45 e 60 DAD), as plantas foram separadas em folhas, caules e raizes para a
determinacdo da producdo de matéria seca. As partes da planta foram acondicionadas
em sacos de papel e postas para secar até atingir peso constante em estufa de aeracdo
forcada 65°C (£5°C). Ap0s esse periodo o material foi pesado em balanca analitica para
obtencdo do peso da matéria seca das folhas (MSF), do caule (MSC) e das raizes
(MSR), além de calculada a matéria seca total (MST). De posse desses dados foram
calculadas segundo Benincasa (1988), a alocacdo de matéria seca para as folhas (ABF),
para o caule (ABC) e para as raizes (ABR), além da relacdo raiz e parte aérea (R/Pa).

5

Figura 9. A - Coleta de folhas, B - Coleta de caule e C - Coleta de raizes para avallagéo da producdo de
matéria seca de mudas de nim indiano submetidas a salinidade em casa de vegetacdo do Laboratério de
Fisiologia Vegetal da UFRPE (Fonte: Silva, 2013)
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4.2.4 Andlise estatistica

Todos os dados foram entdo submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o

software Assistat 7.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ENSAIO | — INFLUENCIA DO PERIODO E TEMPERATURA DE
ARMAZENAMENTO DAS SEMENTES NA GERMINACAO DE NIM INDIANO

A germinacdo de sementes de nim indiano foi afetada significativamente
quando submetidas aos diferentes periodos e temperaturas de armazenamento. O grupo
de sementes que ndo foi armazenado apresentou uma porcentagem de germinacgdo
média de 88% sendo este valor maior do que aqueles alcancados quando as sementes
foram submetidas as condic¢des de armazenamento testadas nesta pesquisa.

Observando a porcentagem de germinacdo (Figura 10), percebeu-se que a
baixa temperatura (5 °C) impediu que O processo germinativo ocorresse, para
praticamente todos os tempos de armazenamento adotados. O que ndo ocorreu quando
as sementes foram submetidas a uma temperatura mais amena (25 °C), onde pode-se
observar quase que isoladamente, o efeito do tempo de armazenamento sobre a reducdo
da germinabilidade a medida que esse foi aumentado.

Foi verificado que o armazenamento a 5 °C ndo surtiu bons resultados, uma
vez que as mesmas apresentaram uma reducdo de 98% na porcentagem de germinagao
final quando armazenadas por trés dias, em relacdo aquelas armazenadas pelo mesmo
periodo a 25 °C. A partir de nove dias de armazenamento a 5 °C as sementes ja ndo
germinaram mais, mostrando qudo prejudicial € o armazenamento sob baixa
temperatura para a germinacao de sementes de nim (Figura 10).

Isso ndo ocorreu quando as mesmas foram armazenadas a 25 °C e um fato
interessante que pode ser verificado é que apds trés dias de armazenamento a 25 °C, em
média 74% das sementes germinaram. No entanto, passados nove dias de
armazenamento sob a mesma temperatura, essa porcentagem de germinacao reduziu
para 25% (66% menor). Quando as sementes foram submetidas a 27 dias de
armazenamento também a 25 °C, a porcentagem de germinacao final foi de 27%, ou
seja, 62% menor do que aquelas sementes que foram armazenadas sob esta temperatura
pelo menor periodo (Figura 10). Independente do fato de a %G ter sido um pouco maior
apos 27 dias de armazenamento do que apds nove dias, ainda pode-se considerar essa

perda de viabilidade muito alta, o que denota que ap6s um periodo de nove dias de
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armazenamento, ja ndo é mais viavel fazer uso de sementes de nim, como por exemplo,

para fins de producdo de mudas sexuadamente.
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Figura 10: Porcentagem de germinagdo de sementes de nim indiano sob diferentes periodos e
temperaturas de armazenamento. Médias seguidas por mesma letra, maidsculas entre as temperaturas e
mindsculas entre os periodos de armazenamento, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Um unico grupo de letra mindscula e maiuscula para mais de um tratamento, representa
semelhanga estatistica entre eles
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Em estudo com sementes de nim, os tempos de armazenamento 0, 3, 7, 15, 30,
45 e 60 dias, em temperatura ambiente e a 10 °C, Phogat et al. (2009) também
encontraram valores decrescentes de germinagdo ao longo do tempo devido a perda de
umidade que ocorreu independentemente da temperatura de armazenamento, porém
aquelas submetidas a 10 °C, somente reduziram a sua germinacgao a zero a partir dos 45
dias, enquanto que as demais chegaram aos 60 dias ainda com 30% de germinacao,
comprovando, assim como na presente pesquisa, que a baixa temperatura nem sempre é
ideal para o armazenamento de sementes recalcitrantes como encontrado na literatura
(MARTINEZ, 2008).

Sementes de nim armazenadas em temperatura ambiente (26 - 28 °C)
mantiveram 100% de germinacdo em uma pesquisa desenvolvida por Varghese e
Naithani (2000a) até 15 dias ap6s a colheita, no entanto, a perda de umidade para
11,8%, causou também uma reducdo substancial da viabilidade. Porém, diferentemente
da presente pesquisa, estas sementes sé perderam a viabilidade completamente, apés
180 dias, quando apresentavam umidade de 5,9%. Os autores justificaram ainda que a
secagem acelerada pode ter aumentado os danos a viabilidade de sementes de nim, o
que pode justificar os baixos valores encontrados na presente pesquisa, uma vez que
esta variavel ndo foi acompanhada periodicamente.

Enfatizando os resultados extremos que existem dentre os estudos realizados
com esta espécie, estdo os encontrados por Eeswara, Allan e Powell (1998), que
testando estagios de maturacdo na coleta, conteldos de agua e temperaturas de
armazenamento, apos cinco semanas de armazenamento em refrigerador (3 °C), em sala
com ar condicionado (22 °C) e em freezer (-20 °C), com sementes secas até 13,2% de
umidade, houve germinacdo de 65%, 52% e 0%, respectivamente, chegando a atingir
uma germinacdo de 50% mesmo apds 24 semanas e 0s autores discutem ainda a
classificacéo destas sementes, se recalcitrante, intermediérias ou ortodoxas.

Diante da variacdo de respostas encontradas na literatura, vale destacar que
diversos sdo os fatores que podem estar afetando essa falta de padronizagédo entre estes
testes e varios autores vem tentando desvendar quais motivos e como eles influenciam
nestas flutuagdes téo intensas. Por exemplo, Pedroso, Azevedo e Vanzolini (2008), em
pesquisa realizada no Brasil, estudaram a influéncia da coloragdo dos frutos no

momento da coleta nas varidveis de germinagdo, descobrindo que sementes coletadas
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diretamente do chédo, parcialmente com polpa apresentam uma melhor qualidade
fisioldgica.

Ja Phogat et al. (2009), em pesquisa realizada na India, avaliaram os efeitos das
condigdes de coleta e a temperatura de armazenamento sobre a germinacao de sementes
de nim indiano, as classificando como recalcitrantes e comprovando gque as mesmas
devem ser mantidas com alta umidade. O autor considera esse fator mais critico do que
a prépria temperatura de armazenamento, que ndo deve deixar de ser considerada.

InovacBes em técnicas de armazenamento podem ser encontradas na literatura,
como € o caso do crioarmazenamento, ou seja, armazenamento em nitrogénio liquido.
Adotando-se essa técnica Varghese e Naithani (2008) encontraram uma sobrevivéncia
das sementes de 92 - 96% apds um més de armazenamento. Apos 12 meses 0s autores
relataram uma queda na germinacdo, muito embora, esta tenha sido de 50% em relacéo
as controle, o que foi conseguido apds uma prévia dessecacdo das sementes até 0,16 ¢
H,O. g™ matéria seca.

Embora as sementes de nim sejam consideradas por alguns autores como
intermediarias, na presente pesquisa, observou-se um comportamento recalcitrante, pois
elas perderam sua viabilidade ap6s pouco tempo de armazenamento. O processo de
dessecacdo é natural no armazenamento de sementes, porém este grupo em especial, ja
apresenta uma reducdo drastica de viabilidade nos primeiros dias apds a coleta e uma
alternativa para minimizar esse processo seria, de modo geral, armazenar as sementes
em ambiente propicio para a manutencdo de umidade, pelo minimo de tempo possivel,
embora essas sugestdes normalmente devam ser dadas com base em condi¢des bem
especificas.

Diante destes resultados pode-se dizer que o comportamento do nim é bastante
variado em relacdo a sua viabilidade, e que embora ja existam muitos trabalhos tratando
deste tema, ndo existe um padrdo para o tempo de armazenamento, sabe-se apenas que
baixas temperaturas sdo extremamente prejudiciais a manutencao da viabilidade e vigor
das sementes. Como foi discutido, € necessario o desenvolvimento de trabalhos para
estabelecer os padrdes de coleta, de pré-tratamento e de armazenamento para que se
possa ter algum entendimento do comportamento padrdo da germinacdo das sementes
de nim. Por enquanto recomenda-se que as sementes sejam semeadas 0 quanto antes
apos a coleta, pois assim aproveita-se o0 vigor das mesmas, e caso haja a necessidade de

armazenar as sementes, sugere-se que sejam realizados testes especificamente para cada
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regido de coleta enquanto mais estudos sdo realizados para identificar o padrdo de

tolerancia a dessecacao desta espécie.
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5.2 ENSAIO Il - ESTABELECIMENTO DE MUDAS DE Azadirachta indica
A. JUSS. SOB SALINIDADE

5.2.1 Crescimento

As variaveis de crescimento quase ndo foram afetadas pelos niveis de
salinidade estudados, o que pode ser observado na figura 11. Todas as variaveis do
crescimento foram uniformes entre as plantas de todos os tratamentos, até completaram
42 dias de imposicao do estresse.

Para a variavel altura, foi observado que nas primeiras semanas apds 0
transplantio houve um crescimento lento para todas as plantas, sendo este mais
pronunciado a partir do 28° dia apds o transplantio. Quando as plantas completaram 42
dias, foi realizada a diferenciacdo dos tratamentos salinos, pois até entdo as plantas
estavam em fase de aclimatacéo (Figura 11).

No momento do transplantio, as plantas apresentavam uma altura média de
24,3 cm e essa altura foi aumentada para 57,3 cm no momento da diferenciacdo. No
entanto, passados 28 dias da diferenciacdo, os tratamentos salinos aplicados ndo
causaram efeito significativo nesta varidvel. Desde o inicio da diferenciacdo até o 28°
dia, houve um incremento absoluto na media de altura de 75%, 86%, 52%, 52% e 62%
para as plantas dos tratamentos 0 mM, 50 mM de NaCl, 100 mM de NaCl, 50 mM de
CaCl; e 100 mM de CaCl, (Figura 11).

A interacdo entre o tratamento controle e o fatorial entre os niveis e os tipos de
sais estudados n&o foi significativa até o final do periodo experimental. Aos 49 DAD foi
verificada uma diferenca para as plantas cultivadas sob 100 mM de CaCl,, essa
diferenca persistiu até a ultima semana de avaliacdo (56 DAD). Nestas duas épocas de
avaliacdo o tratamento severo apresentou alturas 15% menores em relagdo ao

tratamento de 50 mM do mesmo sal.
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Figura 11: Crescimento de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e CaCl, por 60
dias, cultivadas em casa de vegetacdo. A - Altura da planta, B - Didmetro do caule e C - Numero de
folhas. As setas indicam o momento da diferenciacdo dos tratamentos salinos. Para o fatorial 2 x 2 (2
tipos e 2 niveis de sais) em cada época de avaliacdo, médias seguidas por mesma letra, maiGsculas entre
0s niveis e mindsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade Um dnico grupo de letra mindscula e maidscula para mais de um tratamento, representa
semelhanga estatistica entre eles
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Quanto ao diametro do caule, inicialmente as plantas foram transplantadas para
0s vasos com uma sensivel diferenca desta variavel, porém esta diferenca foi anulada a
medida que as plantas se aclimataram nos vasos. Novamente pode ser verificado que a
interacdo testemunha x fatorial ndo foi significativa em nenhuma das épocas de
avaliacdo. Até o final do periodo experimental o didmetro ndo sofreu nenhum efeito da
salinidade. Pode ser observado que houve um incremento de 89%, 74%, 76%, 59% e
87%, para os tratamentos 0 mM, 50 mM e 100 mM de NaCl e 50 mM e 100 mM de
CaCl,, respectivamente, desde a diferenciacdo dos tratamentos até o final do periodo
experimental (Figura 11).

O numero de folhas foi inicialmente reduzido, provavelmente em resposta ao
transplantio, havendo casos de plantas que perderam quase todas as folhas. A partir da
3% semana, as plantas retornaram a producdo de novas folhas, havendo um aumento em
todos os individuos estudados, chegando ao momento da diferenciacdo dos tratamentos
com uma meédia de 13 folhas por planta (Figura 11).

O ndmero de folhas ndo foi afetado até os 42 DAD, quando as mesmas
apresentavam 26, 28, 23, 27 e 23 folhas por planta, para os tratamentos 0 mM, 50 mM e
100 mM de NaCl e 50 mM e 100 mM de CaCl,, respectivamente, (Figura 11). Porém,
aos 49 DAD foi observado um nimero de folhas 26% menor nas plantas do tratamento
severo de CaCl,, se comparado ao moderado de CaCl,, sendo denotada para este
tratamento, uma reducdo nesta variavel, provavelmente por queda das mesmas. Porém
na ultima avaliagdo, pode ser observado um aumento na variavel pelo surgimento de
novas folhas, o que causou novamente a nao diferenciacdo entre os niveis e tipos de sais
utilizados.

De modo geral, percebe-se que as variaveis de crescimento das plantas de nim
indiano foram pouco afetadas pelo estresse salino. No entanto, em todas as variaveis
estudadas pdde-se perceber que as mesmas economizaram energia no periodo inicial de
aclimatacgdo, denotando a importancia deste periodo.

Fazendo um estudo comparativo entre duas espécies, nim indiano e cinamono,
regadas com solucdes de CE de 0,49; 4,15; 6,33 e 10,45 dS.m™, Freire et al. (2010),
encontraram apdés 45 dias de estresse, redu¢des no crescimento em altura e na producao
de matéria seca de ambas as espécies, porém o0s prejuizos foram consideravelmente
maiores em plantas de nim. As reduges de altura foram significativas a partir da CE de

6,33 dS.m™, com os menores valores para o tratamento mais severo, concluindo que
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plantas de nim sofrem com o estresse. Uma observagdo que se faz importante neste
trabalho, é que os autores também avaliaram a absorcdo de macronutrientes e do Na* na
parte aérea das plantas, encontrando que absor¢do dos macronutrientes foi reduzida em
50%, enquanto que o Na* foi acumulado até seis vezes mais nas plantas do tratamento
mais estressado em comparacdo com as controle, indicando que o nim ndo foi eficiente
em regular a absorg&o e translocacgao destes nutrientes na parte aérea.

Nunes et al. (2012), trabalhando com solo salino e ndo salino em conjunto com
a adicdo de biofertilizante em mudas de nim, encontrou, 86 dias apds a semeadura,
inibicdo do crescimento em altura em plantas regadas com solucéo salina de 1,04 dS.m"
' além da reducdo em 41,6% no didmetro caulinar e em 49% no nimero de folhas
emitidas, ambos, entre os tratamento controle e o maior nivel de sal testado (4,0 dS.m™),
concluindo que mudas de nim ndo toleram ser irrigadas com solugdes com CE acima
0,5 dS.m™ sem perdas na qualidade das mesmas, 0 que ndo ocorreu na presente
pesquisa. Uma justificativa para essa diferenca também pode ser a idade entre as plantas
utilizadas nos dois trabalhos, ja que as plantas utilizadas pelos autores supracitados
eram mais jovens (86 dias) e passaram menos tempo sob irrigacdo salina (56 dias),
enquanto que as do presente trabalho foram transplantadas com 180 dias de idade e ap6s
passar mais um periodo de aclimatacdo de 40 dias é que foram submetidas a salinidade
por 60 dias, o0 que pode ter conferido as plantas melhor condicéo de enfrentar o estresse.

Diniz et al. (2013), testaram outras concentracdes salinas (CE: 0,5; 1,5; 3,0; 4,5
e 6,0 dS.m™), também em conjunto com biofertilizante e apés 117 dias sob essas
condicBes, encontraram redugdes na altura, no diametro, no nimero de folhas, de 59%,
29% e de 58%, respectivamente, quando comparado o tratamento salino mais severo
(6,0 dS.m™) e o controle (0,5 dS.m™), concluindo que o estresse salino inibe o
crescimento de mudas de nim. As diferencas de resultados em relacdo a presente
pesquisa podem ser justificadas pelo tempo que estas plantas passaram sob estresse, que
foi de 56 e 117 dias, para o primeiro e 0 segundo, respectivamente. No entanto, vale
salientar que a menor concentracdo de sais utilizada na presente pesquisa, ja tinha uma
CE superior ao maior nivel que os autores supracitados testaram, deixando claro que as
mudas trabalhadas neste experimento toleraram niveis de até 11 dS.m™ de NaCl e CaCl,
sem grandes prejuizos no crescimento, mais uma vez isso pode ter ocorrido devido a

maturidade das mudas utilizadas nesta pesquisa.
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Arshi, Abdin e Igbal (2006), encontraram em plantas de Cassia angustifolia
que o CaCl, promoveu o crescimento de folhas e minimizou os efeitos causados pelo
NacCl, ja que neste trabalho eles testaram niveis de destes sais isolados e combinados,
porém as concentraces que causaram beneficios as plantas foram bem menores do que
as testadas nesta pesquisa, 0 maior nivel de CaCl, foi de 10 mM.

Na presente pesquisa, as variaveis de crescimento se mantiveram semelhantes
entre os tratamentos testados até os 60 dias, exceto o nimero de folhas que foi afetado
somente aos 49 DAD. Segundo Munns e Tester (2008) a tolerancia a fase osmotica
pode ser detectada através do aumento da capacidade de emitir folhas novas, engquanto
se aumenta também a sobrevivéncia das folhas mais velhas, o que foi observado nas
plantas deste estudo até os 49 DAD, pois até entdo a emissdo de folhas estava
semelhante entre os tratamentos, assim como a senescéncia das folhas mais velhas de
plantas estressadas, que quase ndo foi verificada até o final do periodo experimental,

denotando mais uma vez que essas plantas toleraram bem a salinidade.
5.2.2 Trocas gasosas

Todas as variaveis estudadas foram afetadas pelo estresse, de maneira
diferenciada a depender do tipo de sal e das épocas de avaliacdo, com efeitos mais
expressivos nas Ultimas épocas em fungdo da duracdo do estresse. As redugdes foram
pronunciadas em plantas submetidas a maior concentracdo (100 mM) e entre os sais
estudados, foram maiores em plantas submetidas ao estresse por CaCl..

A interacdo testemunha x fatorial foi altamente significativa em quase todas as
épocas, exceto aos 45 DAD onde ndo verificada interagdo significativa. Aos 15 dias sob
salinidade a taxa de fotossintese das plantas controle ficou em torno de 20,3
umolCO,.m2s?, a maior de todas as coletas. Foram encontradas reducdes desta
variavel para os tratamentos severos de NaCl e CaCl, de 19% e 55%, respectivamente.
Havendo no tratamento de 100 mM uma diferenca significativa entre os dois sais
ustilizados, onde os valores de fotossintese foram 33% menores nas plantas cultivadas
em CaCl, (Figura 12).

Aos 30 DAD, apenas o tratamento severo de CaCl, foi reduzido em relacéo ao

moderado deste sal, em torno de 36%. Enquanto que na comparacdo entre os tipos de
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sais dentro do mesmo tratamento o CaCl, novamente causou reducdo em relacdo ao
NaCl de 31% e 72% para os niveis de 50 mM e 100 mM, respectivamente.

Aos 45 DAD as plantas do tratamento 50 mM de CaCl, apresentaram valores
de fotossintese 31% menores do que as do tratamento severo deste sal. Com relagdo aos
efeitos dos sais para cada tratamento, ocorreu algo semelhante a segunda coleta, onde as
plantas cultivadas sob CaCl,, apresentaram valores 40% (50 mM) e 23% (100 mM)
menores em relacao aquelas sob NaCl (Figura 12).

J& na ultima avaliacdo o efeito da salinidade foi maior, tanto entre os niveis
quanto entre os sais. Os niveis severo de ambos 0s sais causaram reducgao de 48% e 41%
em relacdo aos niveis moderados, para NaCl e CaCl,, respectivamente. Nos niveis de 50
mM e 100 mM, o sal de CaCl, novamente foi responsavel pela diminuicdo da taxa
fotossintética das plantas de nim, com valores 80% e 72% menores do que 0S
encontrados para as plantas cultivadas sob NaCl, respectivamente (Figura 12).

Pode ser observado que ao longo das épocas de avaliacdo houve uma reducgéo
gradual dos valores de fotossintese, sendo menores nas duas ultimas coletas. E notério
que aos 45 dias de imposicdo do estresse, todos os tratamentos apresentaram uma
reducdo drastica da assimilagcdo de CO,, se comparado com as coletas realizadas aos 15
e aos 30 DAD (Figura 12). Esse comportamento atipico pode ser justificado devido a
alteracdes das condicdes externas que afetaram todos os tratamentos, como a
diminuicdo da temperatura e aumento da umidade relativa do ar causada por
precipitacdes ocorridas nos dias que antecederam esta coleta. Esse fato também foi
verificado na dltima coleta, porém em menor intensidade, 0 que pode ndo ter sido

suficiente para causar tanta variacdo desta varidvel, quanto na coleta anterior.
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significativo (p >= .05) para a interacdo Fatorial x Testemunha.

Figura 12: Fotossintese (A) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e CaCl, em
quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, C - 45 DAD e D - 60 DAD), cultivadas em casa
de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
maidsculas entre os niveis e mindsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a

5% de probabilidade
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O que pode ser ressaltado é que as plantas regadas com solucdo de NaCl,
independente dos niveis, permaneceram com 0s maiores valores, por todas as coletas
que se seguiram, o que pode indicar que essa variavel, embora seja sensivel as
mudancas ambientais foi bem administrada pelas mudas nim submetidas ao estresse por
NacCl.

Para a variavel transpiracdo, foi observado que nas duas primeiras coletas que
ndo houve interacdo significativa entre o tratamento controle e o fatorial, no entanto esta
foi significativa na terceira, e altamente significativa na quarta denotando o efeito
crescente do estresse.

Aos 15 DAD foi verificada uma reducdo nos tratamentos severos dos dois sais,
em relacdo ao moderado, de 14% e 20% respectivamente. Comparando-se os sais, foi
observado um maior efeito do CaCl,, com valores 29% e 36% menores do que o NaCl,
para os niveis 50 mM e 100 mM, respectivamente (Figura 13).

Passados 30 DAD o efeito do estresse so foi verificado nas plantas sob 100
mM de CaCl,, sendo estes valores 65% menores do que o outro nivel de CaCl, e 67%
menor do que 0 mesmo nivel de NaCl (Figura 13).

Apds 45 DAD, as plantas dos tratamentos 50 mM apresentaram 0s menores
valores em relagdo ao severo de ambos os sais, sendo estes 23% e 45% menores, para 0
NaCl e CaCl,, respectivamente. Em relacdo aos tipos de sais, mais uma vez o CaCl,
causou as maiores reducdes, independente do nivel de sal (Figura 13).

Na ultima coleta (60 DAD) apenas o tratamento severo de NaCl foi reduzido
em 57% em relacdo ao nivel moderado deste sal. Enquanto que para o nivel de 50 mM o
CaCl, causou maior efeito, reduzindo a variavel em questdo em 61% (Figura 13).

Foi observado para a transpiracdo, comportamento semelhante ao verificado na
fotossintese, com o0s menores valores nas duas ultimas coletas, provavelmente pelo
mesmo motivo que foi abordado anteriormente. Porém, esse fato ndo ocorre de maneira
significativa para todos os tratamentos, comparando-se as épocas de avaliacdo, foi
encontrado que os tratamento controle e os moderados (NaCl e CaCly,) sofreram essa
reducdo na terceira coleta (45 DAD) e um leve aumento na quarta (60 DAD) (Figura
13). J& os tratamentos severos de ambos 0s sais permaneceram similares ou continuaram
reduzindo a sua transpiragdo, denotando que os efeitos do estresse talvez estivessem
sendo mais pronunciados do que as variagdes ambientais como discutido na

fotossintese.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05) e ns ndo

significativo (p >= .05) para a interacéo Fatorial x Testemunha.

Figura 13: Transpiragdo (E) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e CaCl,
em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, C - 45 DAD e D - 60 DAD), cultivadas em
casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
maiusculas entre os niveis e minasculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a

5% de probabilidade
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Por se tratar da abertura estomatica no momento das avaliagfes, a conduténcia
estomatica acompanhou os valores de fotossintese e transpiracdo. A interacdo entre o
tratamento controle e o fatorial entre os niveis e tipos de sais foi significativa apenas
para a primeira e a Gltima coletas, ndo apresentando diferenga nas demais.

Aos 15 DAD néo foi verificada diferenga estatistica entre nenhum dos niveis e
tipos de sal estudados, onde a condutancia estomatica variou de 0,19 a 0,59
mmol.H,0.m?.s™. J4 aos 30 DAD o tratamento de 100 mM de CaCl, foi 31% menor do
que o moderado deste sal e trés vezes menor do que as plantas cultivadas sob 0 mesmo
nivel de NaCl (Figura 14).

Na terceira coleta, apenas o tratamento 50 mM de CaCl, foi menor do que o
severo, com reducdo de 100%. Na comparacao entre os e feitos dos sais, assim como na
fotossintese e transpiracdo, o CaCl, também reduziu esta variavel em ambos os niveis.
Essas redugdes foram de 142% e 50% para 50 mM e 100 mM, respectivamente (Figura
14).

Na Ultima coleta, ocorrida ap6s 60 dias de estresse s6 foi verificada diferenca
entre os niveis de NaCl, com o0s menores valores para 0 tratamento severo e
comparando os sais, para o nivel de 50 mM o CaCl, apresentou o maior efeito, com
valores xx% menores do que os encontrados no 50 mM de NaCl (Figura 14).

Nas duas ultimas coletas, pelo mesmo motivo discutido anteriormente, as
plantas de todos os tratamentos se encontravam com condutancia estomatica mais baixa
que nas avaliacbes anteriores, com valores médios que variaram de 0,06 a 0,30
molH,0.m?s?, enquanto que na primeira coleta estes valores chegaram a 1,05
molH,0.m™.s™%. Nestas ocasies, as plantas ndo precisaram abrir tanto os seus estdmatos
para as trocas de vapor d’agua com o ambiente, ja que o mesmo estava com condi¢fes

bem mais amenas do que anteriormente.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns ndo

significativo (p >= .05) para a interacéo Fatorial x Testemunha.

Figura 14: Condutancia estomatica (gs) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl
e CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, C - 45 DAD e D - 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetagdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre 0s niveis e minudsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Para a concentracdo interna de CO, a interagcdo testemunha x fatorial foi
altamente significativa apenas na primeira época de avaliacdo, ndo havendo
significancia nas demais. Justamente nesta coleta, avaliada aos 15 DAD néo foi
verificada diferenca estatistica entre os niveis e tipos de sais testados, com valores que
variaram de 199 a 226 mol.H,0.m™.s™ (Figura 15).

Apos 30 dias de estresse, as plantas do tratamento 100 mM de CaCl, tiveram
sua concentracdo interna de CO, reduzida em relagdo ao nivel moderado deste sal
(35%) e a este mesmo nivel de NaCl (27%) (Figura 15).

Apos 45 dias de estresse, também ndo foi constatada diferenca entre os niveis e
tipos de sais estudados, com valore que variaram de 0,06 a 0,17 pmolCO,.m™?.s™. Aos
60 DAD o nivel moderado de CaCl, apresentou valor 14% menor do que o nivel severo
deste sal e para o nivel severo, desta vez o NaCl foi o0 que causou as maiores reducdes,
também em 14% em relagdo ao CaCl, (Figura 15).

A eficiéncia do uso da agua foi a variavel das trocas gasosas menos afetada
pela salinidade ao longo das épocas de avaliacdo. Foi verificado que a interacdo
testemunha x fatorial foi significativa em quase todas as épocas de avaliagdo, exceto na
terceira coleta. Avaliando as coletas separadamente, pode-se observar que esta variavel
foi a menos afetada pelo estresse, pois a mesma ndo apresentou diferenca estatistica
entre 0s niveis e tipos de sais na primeira (15 DAD) e terceira coleta (45 DAD),
apresentando valores que variaram de 2,1 a 2,8 e de 2,4 a 3,0, respectivamente (Figura
16).

Para a segunda coleta, realizada apds 30 DAD, foi verificada reducdo apenas
no tratamento de 50 mM de CaCl,, que apresentou uma EUA de 2,9, que foi 22% menor
do que o nivel severo deste sal e 32% menor do que o encontrado neste mesmo nivel de
NaCl (Figura 16).

Na ultima coleta foi encontrada também reducdo em apenas um tratamento,
porém desta vez foi o tratamento severo de CaCl,, que apresentou diferenca
significativa em relacdo ao tratamento moderado de CaCl, de 48% e em relacdo ao 100
mM de NaCl de 73%. O que pode ser observado é que os tratamentos de NaCl na
primeira e na terceira coleta (15 e 45 DAD) apresentaram valores maiores de
transpiracdo, o que fez com que a EUA fosse reduzida, justificando que ndo é bom para
os individuos perder 4gua para 0 meio, se este ndo capaz de manter uma alta assimilagdo
de CO; (Figura 16).
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Figura 15: Concentragdo interna de CO, (Ci) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de
NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, C - 45 DAD e D - 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre os niveis e minusculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Figura 16: Eficiéncia do uso da agua (EUA) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de
NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, C - 45 DAD e D - 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), medias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre 0s niveis e minudsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Para a eficiéncia de carboxilacdo, foi verificada interagdo significativa entre o
tratamento controle e o fatorial em quase todas as épocas, exceto para a terceira coleta
onde a interacdo ndo foi significativa. Avaliando o fatorial entre os niveis e tipos de sais
testados, observa-se que aos 15 DAD os tratamentos severos de ambos os sais
apresentaram uma reducéo desta variavel, na ordem de 33% e 60% em relag&o ao nivel
de 50 mM, para o NaCl e CacCly,, respectivamente (Figura 17).

Aos 30 DAD reducdes foram encontradas apenas entre os sais estudados, com
maior efeito do CaCl, sobre a varidvel, que a reduziu em 33% (50 mM) e 60% (100
mM) em relacdo aos valores encontrados para os mesmos niveis de NaCl.

Aos 45 DAD néo foi verificada diferenca estatistica entre os niveis e tipos de
sais estudados com valores de todos os tratamentos salinos ficaram em torno de 0,4.
Porem, aos 60 DAD foram verificados os maiores efeitos, justificados pelo maior tempo
de imposicdo do estresse. O nivel severo de ambos os sais causou redugdes em relagdo
ao nivel moderado, sendo estas reducbes de 50% para o NaCl e o CaCly,
respectivamente. Enquanto que na avaliacdo dos efeitos dos tipos de sais, foi verificado
que o CaCl,, causou reducdes de 100% nos niveis moderado e severo em relacdo ao
NaCl (Figura 17).

Como esta variavel é dependente de outras duas, também era esperado
comportamento semelhante em relacdo as épocas de avaliacdo. Para a maioria dos
tratamentos, houve uma reducdo nas duas ultimas coletas, o que ndo impediu de
registrar o efeito do estresse ap6s 60 dias, constatando novamente como as plantas
submetidas a 50 mM de NaCl conseguiram manter os maiores valores, denotando certa

tolerancia a esse nivel de salinidade.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05) e ns ndo

significativo (p >= .05) para a interagéo Fatorial x Testemunha.

Figura 17: Eficiéncia de carboxilagdo (EC) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de
NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, C - 45 DAD e D - 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetagdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre os niveis e minusculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Em estudo com plantas de pinhdo-manso, as trocas gasosas foram severamente
afetadas pelo estresse de 100 mM de NaCl por 14 dias (SILVA et al., 2011), havendo
reducdes de 85%, 84%, 97% e 47% para fotossintese, transpiracdo, condutancia
estomatica e concentragdo interna de CO,. Os autores encontraram ainda uma queda de
73% na eficiéncia de carboxilagdo instantanea. Esses resultados divergem dos
encontrados no presente estudo, uma vez que as redugfes ndo foram tdo expressivas,
para a mesma época de avaliacdo, exceto para a condutancia estomatica. Em relacéo as
demais épocas de avaliacdo estudadas nesta pesquisa, ndo foram encontradas até o final
do periodo experimental, reducgdes tdo grandes para 0 mesmo tratamento de NaCl (100
mM), tampouco para o de CaCl,, que foi o responsavel pelas maiores quedas nas trocas
gasosas. Isso pode ter relacdo com a tolerancia da espécie a salinidade, pois as mudas de
pinhdo-manso foram submetidas novamente a condicdo controle (isenta de sais), e
mesmo assim, ndo houve recuperacdo das trocas gasosas, 0 que € justificado pelos
autores pelo fato de ter ocorrido algum dano irreversivel ao aparato fotossintético apos
esse periodo, sendo a mesma classificada como sensivel a esse nivel de estresse.

Testando os efeitos do NaCl e do CaCl, Arshi, Abdin e Igbal (2006)
encontraram reduc@es significativas nas trocas gasosas de Cassia angustifélia sob os
niveis de NaCl, enquanto que os niveis de CaCl, gerou danos bem menores do que o
NaCl isolado. Os autores encontraram para a fotossintese e para a condutancia
estomatica das plantas sob CaCl,, valores semelhantes ao tratamento controle, mesmo
apos 120 dias. Isso pode ser explicado, pois as concentracdes utilizadas foram bem
maiores para 0 NaCl (80 mM e 160 mM) do que para o CaCl, (5 mM e 10 mM),
portanto, mesmo se passando varios dias, essa concentragdo ndo foi estressante para as
plantas. A combinacdo dos dois sais ndo chegou a eliminar os efeitos do NaCl, porém
causou reducdes bem menores do que o NaCl isolado, comprovando o efeito mitigador
da adicédo de pequenas concentra¢des de CaCl, em plantas sob salinidade.

Segundo Munns e Tester (2008) a resposta em nivel de planta inteira mais
observavel é o fechamento estomatico, pois assim como no déficit hidrico, eles
atribuem essa resposta ao efeito osmético, que faz com que haja uma reducdo imediata
do contetdo de agua fora das plantas. Eles explicam ainda que mudancas na anatomia
das folhas possam estar também relacionadas a essa reducdo da taxa fotossintética, pela

producdo de folhas menores e mais espessas. Além dos sais que sdo absorvidos pelas
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plantas submetidas a salinidade, e que segundo os autores, podem ficar acumulados nos

cloroplastos causando também uma reducdo no desempenho fotossintético.

5.2.3 Relag6es hidricas

O estresse salino causou reducfes significativas nas relagdes hidricas das
plantas de nim indiano, tanto no potencial hidrico foliar, que uma variavel que expressa
a disponibilidade da agua que se encontra no xilema para realizar trabalho, quanto no
teor relativo de agua, que é uma varidvel que indica a quantidade de agua presente no
tecido no momento da coleta, em relacdo ao maximo de &gua que este tecido poderia
reter. Foi encontrado na primeira variavel, um efeito mais pronunciado e j& que o
potencial hidrico e o TRA foram avaliados as 12 horas e as 4 horas, como esperado,
foram encontrados os menores valores na avaliacdo realizada no horario do meio dia,
por ser este o horario de maior demanda evaporativa com temperaturas que alcancaram
35,9 °C. Além disso, as 4 horas ocorre a temperatura mais baixa e a umidade relativa
mais alta do dia, 0 que propicia uma baixa ou nula taxa transpiratéria, dando todo o
aparato para que as plantas retomem o seu status hidrico. Exatamente neste momento,
as alteracOes detectadas podem ser consideradas como o efeito puro dos tratamentos, o
que pode ndo ocorrer ao meio dia, pois as condi¢cdes ambientais por si s, ja alteram o
status hidrico das plantas.

Para todas as coletas e horarios o tratamento controle apresentou diferenca
significativa do fatorial. Na primeira coleta, realizada apds 15 dias de submissdo ao
estresse, as plantas do tratamento controle estavam com um potencial hidrico de -0,58
MPa. Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os niveis de sal aplicados nas
plantas submetidas ao CaCl,. Ja naquelas cultivadas sob NaCl, foi visto as 4 horas que 0
potencial das plantas do tratamento severo (100 mM) apresentaram um queda de 44%,
em relacdo as do tratamento moderado (50 mM). Na comparacdo dos sais dentro de
cada nivel foi verificado que no tratamento severo, o NaCl foi o que causou as maiores
reducbes de potencial, sendo estes 17% e 10% menores nos dois horarios de avaliagcdo
(4 e 12 horas), respectivamente (Figura 18-A e 18-B).

Foi constatado na segunda coleta (30 DAD) diferencas entre os niveis nos dois
sais independente do horario de avaliacdo. Excetuando as plantas sob CaCl as 4 horas,

todas as demais apresentaram 0s menores valores nos tratamento severos, com redugdes
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de 70%, 26% e 10% para as plantas do NaCl (4 e 12 horas) e para as plantas de CaCl,
(12 horas), respectivamente. Comparando-se 0s efeitos dos sais para um mesmo nivel,
foi verificada um reducdo nos potenciais das plantas sob 50 mM de CacCl, as 4 horas e
para as plantas de 100mM de NaCl ao meio dia (Figura 18-E e 18-F).

Na terceira avaliacdo, so6 foram encontradas reducdes nas plantas sob NaCl, de
22% para aquelas sob 50mM e 100mM de CaCl,, se comparados ao outro nivel do
mesmo sal. Ja entre os sais dentro do mesmo tipo de sal, s6 foram encontradas
diferencas na avaliacdo do meio dia, onde nos tratamentos moderados os valores foram
11% menores nas plantas sob CaCl, e nos tratamentos severos foram 16% menores para
o NaCl (Figura 18-E e 18-F).

Aos 60 DAD, no horario da antemanhd, os potenciais foram reduzindo a
medida que os niveis eram maiores e ficaram significativamente mais negativos quando
expostos ao CaCl,, com potenciais médios de -0,65 MPa, -0,76 MPa, -0,88 MPa e -
1,26 MPa, enquanto as plantas controle ficaram com -0,32 MPa. J& ao meio dia, esses
valores cairam para -2,11 MPa, -2,44 MPa, -2,08 MPa e -2,02 MPa, para 0S
tratamentos 50 mM e 100 mM de NaCl, e para os de 50 mM e 100 mM de CacCl,,
respectivamente (Figura 18-G e 18-H).

O que pode ser observado entre os horarios de avaliacdo, é que o tratamento de
100 mM de NaCl, diminuiu esta variavel mais do que os demais tratamentos ao meio
dia, o que também foi verificado nas trocas gasosas, onde algumas vezes, os valores de
transpiracdo destas plantas eram maiores até do que os das plantas controle. Levando
em consideracdo que a avaliacdo das trocas gasosas foi realizada as 8 horas, pode-se
considerar que estas plantas continuaram perdendo agua, ao ponto de as 12 horas, nao
conseguir manter o seu potencial tdo elevado quanto o das plantas dos demais

tratamentos.
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significativo (p >= .05) para a interacéo Fatorial x Testemunha.

Figura 18: Potencial hidrico foliar (W) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl
e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 DAD), cultivadas em casa de vegetagdo,
avaliados em dois horarios, A, C, Ee G - 4 horas e B, D, F e H - 12 horas. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e
2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra, maitsculas entre os niveis e mindsculas entre 0s tipos
de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Resultados semelhantes foram encontrados por Cha-um et al. (2004), ao avaliar
plantulas de nim cultivadas in vitro em altas concentrages salinas (OM, 0,34 M, 0,68 M
e 1,02 M de NaCl). Muito embora os autores relatem que a salinidade reduziu
fortemente o potencial hidrico das folhas, eles ndo os apresentaram. Porém em uma
anélise do grafico apresentado, os potenciais ficaram em torno de -2,90 MPa para as
plantas controle e -3,30 para as plantas submetidas ao maior nivel de sal. Houve
inclusive um aumento desta varidvel nas plantas do tratamento salino de 0,34 M de
NaCl, que ja tem uma concentracdo trés vezes maior do que o maior nivel de NaCl
utilizado no presente estudo, porém tal resposta inesperada ndo € explicada pelos
autores.

Uma vez que a salinidade causa osmoticamente um estresse hidrico, €
interessante citar que Martins (2008), estudando plantas de nim submetidas a diferentes
condicBes hidricas (100%, 80%, 60%, 40%, 20% da capacidade de pote, suspensdo de
rega e reirrigacdo) em casa de vegetacdo por 30, 45 e 60 dias, encontraram nas plantas
sem rega uma extrapolacédo da capacidade do equipamento para a medicao do potencial
hidrico (-4,0 MPa), o que significa que as plantas apresentaram pelo menos este valor,
podendo ser ainda mais negativo em todas as épocas de avaliagdo e nos mesmos
horérios avaliados na presente pesquisa. 1sso ndo foi verificado neste trabalho, uma vez
que o valor mais negativo alcancado foi de -2,4 MPa. O que pode ser observado é que
os valores das plantas que recebiam 100% da capacidade de pote apresentaram 0s
mesmos valores de potencial hidrico que as plantas isentas de sal do presente estudo,
além disso, as plantas s6 apresentaram reducdo significativa do potencial hidrico,
guando submetidas a 20% da CP, com potenciais semelhantes aos encontrados no
presente trabalho.

Com relacdo ao teor relativo de adgua, em todas as avaliacdes foi observada
uma interacdo significativa entre o tratamento controle e o esquema fatorial utilizado.
Na avaliacdo das 4 horas p&de-se observar na primeira coleta, assim como o potencial
hidrico foliar, o menor TRA para o tratamento 100 mM de NaCl (85%), diferente
estatisticamente do outro nivel de NaCl e também do que o mesmo nivel de CaCl, que
apresentaram valores de TRA de 92% e 89%, respectivamente. Ao meio dia, verifica-se
também uma diferenca estatistica no tratamento 100 mM de NaCl, porém isto ocorre

apenas em relacdo ao tratamento moderado do mesmo sal (Figura 19-A e 19-B).
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Na avaliagéo das 4 horas, realizada aos 30 DAD, néo foram verificados efeitos
entre os niveis nem entre 0s sais utilizados. No entanto, ao meio dia o tratamento severo
de CacCl, foi reduzido tanto em relacdo ao tratamento moderado de CaCl,, quanto ao
mesmo nivel de NaCl, com redugdes de apenas 6% e 4%, respectivamente (Figura 19-C
e 19-D).

J& na terceira coleta, no primeiro horario de avaliacdo, ndo houve diferenca
entre 0s niveis para nenhum dos sais, porém, os niveis de CaCl, causaram maiores
reducdes do que os de NaCl, com TRAs de 83,4% e 85,2%, respectivamente. Ao meio
dia, apenas o tratamento 100 mM de NaCl com um TRA apenas 3% menor do que as
plantas sob 50mM do mesmo sal. Enquanto que na compara¢do dos sais dentro do
mesmo nivel, apenas 0 moderado de CaCl, permaneceu menor do que 0 mesmo nivel do
outro sal (Figura 19-E e 19-F).

Na altima coleta, foram verificadas reducdes as 4 horas, novamente nas plantas
submetidas aos dois niveis de CaCl, foram menores, com TRA 3% e 6% para 50 mM e
100 mM, respectivamente em relacdo aos mesmos niveis de NaCl, ficando o tratamento
severo com 0s potenciais mais negativos. Ao meio dia essas reducdes foram
encontradas apenas no tratamento 100 mM de NaCl, com um TRA 6% menor do que
50mM do mesmo sal e 4% menor do que o mesmo nivel de CaCl, (Figura 19-G e 19-
H).

Avaliando as épocas de coleta pode-se perceber uma sensivel reducdo do TRA
ao longo do tempo, porém até os 30 dias de estresse, a maioria dos tratamentos nao foi
afetada. Mesmo quando isto ocorreu, em comparacdo com a média do tratamento
controle, esta varidvel foi reduzida em pequena proporgcdo. Esse fato pode ser
constatado a partir da auséncia de sintomas de perda de turgescéncia até a Ultima coleta,
quando algumas plantas dos tratamentos mais severos de ambos o0s sais comecaram a
apresentar sintomas de injurias causadas pela salinidade. O que confirma que as plantas
de nim n&o responderam ao estresse salino por esses tipos de sais, como plantas

sensiveis a salinidade.
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significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 19: Teor relativo de 4gua (TRA) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl
e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 DAD), cultivadas em casa de vegetacéo,
avaliados em dois horarios, A, C, Ee G - 4 horas e B, D, F e H - 12 horas. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e
2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra, maidsculas entre os niveis e mindsculas entre os tipos
de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Estudos com plantas de jatoba submetidas aos mesmos niveis de salinidade
encontrados nesta pesquisa, verificaram que ap6s 45 dias de estresse, quando ocorreu o
fechamento estomatico das plantas mais estressadas, o teor relativo de 4gua foi reduzido
em 13% em relacdo ao tratamento controle e considerando o conjunto de variaveis que
foram analisadas no trabalho, o autor indica a producdo de mudas da espécie em niveis
de até 50 mM de NaCl sem acarretar em prejuizos no desenvolvimento das plantas
(NASCIMENTO, 2013).

Resultados semelhantes também foram encontrados por Silva, E. C. A. (2013),
com plantas de moringa submetidas a um nivel moderado (75 mM) e um severo (150
mM) de NaCl. Durante as trés épocas de avaliacdo (2, 24 e 48 horas de imposi¢éo ao
estresse) ndo houve reducdo do TRA para as plantas do estresse moderado, no entanto,
aquelas cultivadas sob estresse severo reduziram significativamente esta variavel,
mantendo valores médios de 75% nas duas primeiras avaliacdes e 78% na terceira,
enquanto as plantas controle apresentavam um TRA de aproximadamente 85%. Ao fim
do trabalho a autora indicou o cultivo de mudas desta espécie em niveis de até 75 mM
de NaCl.

As redugbes encontradas nesta varidvel, em ambos os trabalhos, foram bem
pequenas comparando o tratamento mais severo e o controle, assim como ocorreu nas
plantas de nim da presente pesquisa, onde a maior reducdo encontrada para esta variavel
foi de 10%. Uma vez que os trabalhos citados foram realizados com espécies florestais
que ja apresentam adaptacdo a ambientes de clima quente e seco, e que, segundo
sugestdo dos autores, elas conseguem se desenvolver em ambientes consideravelmente
salinizados, isso também pode ser considerado verdadeiro para plantas de nim ja que
apresentam a mesma caracteristica de ocorréncia.

Para os danos nas membranas pode ser observado que ndo houve diferenca
estatistica nem entre os niveis salinos, tampouco entre os tipos de sais nas duas
primeiras épocas de avaliagdo (15 e 30 DAD), apresentando valores que variaram de
21% a 23%, e de 27% a 34%, para a primeira e segunda coleta, respectivamente (Figura
20).

Na terceira coleta foi verificado um aumento significativo do percentual dos
danos nas membranas nos tratamento severo dos dois sais, 31% e 55% maiores do que

0s moderado, para 0 NaCl e CaCl,, respectivamente. Estes aumentos foram ainda mais
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expressivos nos dois niveis de CaCl, 57% e 86% para o0 50 mM e 100 mM,
respectivamente, em relacdo aos mesmos niveis do outro sal (Figura 20).

Ja na dltima avaliacdo (60DAD), foram verificados aumentos de xx%
novamente no nivel severo, em relacdo ao moderado de NaCl. Ja os dois niveis de
CaCl, ndo diferiram entre si, no entanto eles foram quase 250% e 160% maiores (para
50 mM e 100 mM) do que os mesmos niveis de NaCl chegando aos maiores valores
encontrados em todas as épocas de avaliacdo (Figura 20).

Resposta semelhante também foi encontrada por Brilhante et al. (2007),
quando estudaram respostas a salinidade em mudas de cajueiro em fungéo do periodo de
aclimatagdo. Os autores relataram que ap6s sete dias de aclimatacdo em solucéo
nutritiva, o estresse de 200 mM de NaCl durante diferentes periodos (0, 12, 24, 36, 48,
60 e 72 horas), ndo causou efeitos significativos em relacdo as plantas controle,
apresentando percentual de danos na membrana préoximos a 20%. Enquanto que as
plantas que foram aclimatadas por apenas um dia apresentaram ao final do periodo de
estresse, um aumento desse percentual de danos para 43% aproximadamente, denotando
que o tempo de aclimatacao é extremamente relevante para determinar performance das
plantas quando submetidas a situacdes estressantes. No presente estudo, mesmo ap6s 60
dias de salinidade por NaCl, os maiores danos encontrados foram de 40%. Isso pode
denotar a tolerdncia do nim, ja que mudas de cajueiro sdo classificadas por varios
autores como tolerantes a salinidade.

Esta resposta ndo foi encontrada por Alves F. A. L. et al. (2009), que
estudando a mesma espécie verificou perdas significativas na integridade das
membranas, que chegaram a 80% em relacéo as plantas do tratamento controle. Isso se
deve ao fato de neste trabalho, os autores testarem niveis bem maiores de NaCl (100,
200, 300 e 400 mM), por 48 horas, 0 que justifica os danos na membrana encontrados
serem também maiores. No presente estudo, ainda que nenhum dos tratamentos
corresponda a niveis tdo altos de sal, as plantas que foram cultivadas em CaCls,
alcancaram valores semelhantes (76%), porém as mesmas passaram bem mais tempo

sob estresse.
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Figura 20: Danos nas membranas (DM) de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de
NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetagdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre os niveis e minGsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo

Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Em outro trabalho com cajueiro, Alves, F. A. L. et al. (2008) testaram a
influéncia da adicdo de pequenas concentracdes de KCI e CaCl, (5 mM e 3 mM,
respectivamente) na respostas das plantas sob estresse por 200 mM de NaCl. Eles
verificaram um aumento nos danos das membranas das raizes, ficando em torno de 80%
e um aumento menos acentuado nas folhas (em torno de 25%). Esses valores ndo foram
alterados em funcéo da presenca ou ndo dos sais adicionais, além disso, o efeito do
NaCl foi verificado em menor magnitude nas folhas do que nas raizes, podendo ter
relacdo com o periodo a que as plantas ficaram sob estresse (apenas 72 horas), nao
havendo tempo suficiente para os ions serem absorvidos pela planta e causar danos
maiores na parte aérea.

Pode-se notar que ao longo do periodo de imposicdo ao estresse 0s danos nas
membranas da presente pesquisa foram aumentados significativamente para a maioria
dos tratamentos salinos testados, porém esse dano foi muito maior nas plantas
submetidas aos niveis de CaCl,. O que denota que ele causa um maior prejuizo as
células, jA que afetou mais intensamente as outras variaveis das relagbes hidricas
(potencial hidrico e teor relativo de agua), além daquelas envolvidas nas trocas gasosas
(fotossintese, transpiracdo e condutancia estomatica).

Esta variavel é bastante relevante para a avaliagdo do dano causado por
salinidade em plantas, pois esses efeitos sobre a integridade das membranas e do
metabolismo celular, assim como a producdo de moléculas toxicas (Espécies Reativas
de Oxigénio — ERO), sdo citadas por Taiz e Zeiger (2010) como algumas das respostas
secundéarias do efeito idnico da salinidade, efeitos estes que podem levar a morte
celular. Se as plantas de nim estavam sofrendo com os efeitos do estresse i0nico a partir
dos 45 DAD, certamente estavam lancando méo de algum mecanismo para ndo alterar o
seu crescimento, que teoricamente deveria ter sido o primeiro afetado pelo efeito

osmético que € inicial na salinidade.
5.2.4 Pigmentos fotossintéticos
As clorofilas foram afetadas pela salinidade, sendo esse efeito mais

pronunciado independentemente dos niveis, mais uma vez, nas plantas cultivadas com

concentragOes excessivas de CaCls,.
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Referente a clorofila a, foi observado aos 15 DAD ocorreu uma reducdo na
concentracdo desse pigmento nos tratamentos severos de ambos os sais, sendo de 12% e
15% para o NaCl e CaCl,, respectivamente (Figura 21).

Né&o foi observado nenhum efeito dos niveis ou dos sais testados depois de 30
dias de imposicdo do estresse. J& apds 45 dias, foi verificada uma reducéo de 16% no
teor desse pigmento nas plantas do tratamento severo (100 mM) de CaCl, em relacédo ao
tratamento moderado do mesmo sal, além de ter sido também menor do que o 100 mM
de NaCl. Enfim, na Gltima coleta esse efeito foi pronunciado nos tratamentos 100 mM
de NaCl, com teor de clorofila a 52% menor do que as plantas do 50 mM de NaCl e este
por sua vez foi 25% maior em relacdo ao 50 mM de CaCl, (Figura 21).

Para a clorofila b, apenas aos 15 DAD o tratamento controle ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao fatorial, j& nas demais épocas a interacdo fatorial x
testemunha foi altamente significativo. Em relacdo a andlise fatorial, aos 15DAD e aos
30 DAD ndo foi verificada nenhuma diferenca entre os niveis ou entre os tipos de sais.
Aos 45 DAD foram encontrados os menores valores para os tratamentos 50 mM de
NaCl e para o e 100 mM de CaCl,, com 1 mg.gMF* e 0,85 mg.gMF™. Além disso o
tratamento 100 mM de CaCl, foi xx% menor do que o 100 mM de NaCl. As plantas
chegaram aos 60 dias de estresse com alteracdes (58% menor) no tratamento severo de
NaCl em rela¢do ao moderado do mesmo sal e também o tratamento moderado de CaCl,
foi significativamente menor (25%) do que o mesmo tratamento do NaCl. (Figura 22).

Se analisarmos as épocas de avaliacdo, pode ser percebido que na primeira e
segunda coleta (15 e 30 DAD) houve uma alternancia na producédo das clorofilas a e b,
independente dos tratamentos, pois nestas épocas, quando havia um aumento no teor de
clorofila b, o inverso ocorria na clorofila a e vise-versa. Isso € esperado, pois a
concentracdo de pigmentos acessorios, que conseguem absorver luz em comprimentos
de onda menores, pode ser aumentada a medida que a planta passa por algum tipo de
estresse, isso pode explicar o aumento da clorofila b na segunda coleta, porém as plantas
ndo mantiveram esse padrdo nas demais coletas, pois houve uma reducdo independente

dos tratamentos ao longo dos 45 e 60 DAD.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns nao

significativo (p >=.05) para a interagéo Fatorial x Testemunha.

Figura 21: Teores de clorofila a de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e
CaCl, em quatro épocas de avaliacéo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em
casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
maiusculas entre os niveis e minasculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a

5% de probabilidade
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05) e ns nao
significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 22: Teores de clorofila b de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e
CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em
casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
maiusculas entre os niveis e minasculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a

5% de probabilidade
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Para os teores de clorofila total das plantas aos 15 e 30 DAD ndo foi verificada
diferenca estatistica para a interacdo tratamento controle e fatorial, sendo este altamente
significativo das demais coletas. Analisando o fatorial apés 15 DAD, néo foi verificada
diferenca entre os niveis ou entre os sais utilizados. J4 aos 30 DAD reducdes
comegaram a ocorrer no nivel moderado de CaCl,, de 24% em rela¢do ao tratamento
severo. Foi verificado também que o tratamento 100mM de CaCl, produziu 23% mais
clorofila do que o0 mesmo nivel de NaCl. Aos 45 DAD, houve reduges entre os niveis
em ambos os sais, com teores 11% e 19% menores para os tratamentos 50 mM de NaCl
e 100 mM de CaCl, em relacdo ao outro nivel de cada um dos sais. As plantas chegaram
aos 60 DAD com uma reducdo de 53% para o tratamento severo de NaCl, em relagéo ao
moderado e para o nivel de 50 mM, foi verificado o menor teor de clorofila para as
plantas sob CaCl, (Figura 23).

Os carotenoides ndo foram alterados na primeira avaliagdo (15 DAD), bem
como a interagdo testemunha x fatorial que também néo foi significativa, com valores
que variaram de 0,51 a 0,61 mg.gMF* (Figura 24). J4 na segunda coleta (30 DAD),
todos os teores deste pigmento foram reduzidos em relagdo a coleta anterior,
independente dos niveis e sais e foi encontrada uma reducdo em relacdo ao outro nivel
do mesmo sal para o tratamento moderado de CaCl, (85%). Na terceira coleta (45
DAD), esses teores se mantiveram reduzidos em relacdo aos encontrados na primeira
coleta, e foi ndo foi verificada diferenca significativa entre nenhum dos niveis ou sais. O
que pode ser observado é que em relacdo ao tratamento controle os teores de todos 0s
tratamentos testados foram bem maiores. Aos 60 DAD os teores de carotenoides de
todos os tratamentos foram aumentados em relacéo a coleta anterior e foram observadas
diferencas entre os niveis apenas para o NaCl, onde o tratamento 100 mM ficou com um
teor 28% menor do que o 50 mM. Comparando-se o efeito dos sais observa-se que no
nivel de 50 mM as plantas sob CaCl, ficaram com 28% menos carotenoides (Figura 24).

As alteracGes encontradas ao longo das coletas podem indicar que plantas de
nim, apesar de sofrer com a degradacao de clorofilas, ndo sofrem com a degradacéo de
carotenoides, permanecendo praticamente inalterada até os 60 DAD (Figura 24). Talvez
isso tenha ocorrido pelo mesmo motivo discutido anteriormente no teor de clorofila b,
pois quando as plantas estdo sob estresse, elas podem investir na producdo de pigmentos

acessorios a fim de proteger o aparato fotossintético.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05) e ns ndo
significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 23: Teores de clorofila total de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e
CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em
casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
mailsculas entre os niveis e minGsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns nao

significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 24: Teores de carotenoides de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e
CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em
casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
maiusculas entre os niveis e minasculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a

5% de probabilidade
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No indice de clorofila estimado pelo método ndo destrutivo, pdde-se verificar
que tanto aos 15 DAD quanto aos 30 DAD nao houve diferenca significativa entre os
niveis e sais testados. Aos 45 DAD foi verificada uma reducdo nas plantas do
tratamento severo em relacdo ao moderado de CacCl, (6%) e comparando os dois sais, 0
NaCl apresentou uma queda de 8 % no SPAD das plantas sob estresse moderado. Na
quarta coleta os niveis severo e moderado causaram reducdes no indice de clorofila das
plantas cultivadas sob NaCl e CaCl,, respectivamente. Essas reducdes foram de apenas
9% e 6% e esses tratamentos foram também menores em relagcdo ao mesmo nivel do sal
oposto (Figura 25).

Comparando-se as épocas de avaliacdo, percebe-se que houve um leve
incremento na segunda coleta, seguido de uma sensivel reducdo dos indices de clorofila
das plantas. Esse comportamento também foi verificado no teor de clorofila total, uma
vez que este estd ligado diretamente & intensidade da cor verde que é medida pelos
clorofilémetros. Novamente percebe-se que ndo ha reducgdes drasticas nas concentracdes
dos pigmentos fotossintéticos, o que pode indicar que a espécie em estudo se utilize de
algum mecanismo relacionado a esta varidvel para suportar o estresse, ou que esta
variavel seja afetada mais tardiamente, como as de crescimento até entdo estudadas
(Figura 25).

Valores mais baixos do indice SPAD foram verificados em plantas de pepino
submetidas a salinidade por CaCl, por 64 dias. Porém, quando submetidas a niveis de
NaCl e a uma combinacdo desses dois sais, em proporc¢des equivalentes, as mesmas
conseguiram manter essa variavel semelhante a das plantas controle (COLLA et al.,
2013). Os autores atribuiram essa resposta a capacidade limitada das plantas de
restringir a passagem dos ions Cl™ para a parte aérea, portanto esse ion se tornou o
componente mais toxico da solucdo. No presente trabalho, também foi encontrado
maior efeito para as plantas submetidas ao CaCl,, porém o nivel de CaCl, utilizado
pelos autores supracitados foi de 30 mM, enquanto que aqui a menor concentracao foi
de 50 mM, que s6 causou reducdes apds 60 dias de estresse, enquanto que o tratamento

severo (100 mM) causou reducdes apos 45 dias de estresse.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns nao

significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 25: Indice de clorofila de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e CaCl,
em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em casa de
vegetacgdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra, maitsculas
entre os niveis e mindsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade
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Na Tailandia, Cha-um et al. (2004), estudaram a tolerancia a salinidade em
plantas de nim e perceberam uma reducdo drastica dos pigmentos fotossintéticos
avaliados (Clor a e Clor b), de cerca de nove e seis vezes, para 0s dois pigmentos,
respectivamente, em comparagdo com a condicdo controle, acompanhado pela redugéo
da taxa de fotossintese. Porém o que deve ser apreciado é que estas plantas foram
submetidas a uma concentracdo de 1,02 M de NaCl por 28 dias, o que significa uma
concentracdo 10 vezes maior do que o nivel mais severo utilizado na presente pesquisa.
Por isso as reducdes foram tdo drasticas em comparacdo as que foram encontradas no
presente estudo, mesmo passando por 60 dias de estresse. Os autores realizaram este
ensaio em plantas cultivadas in vitro e além das variaveis fisioldgicas, avaliaram a
sobrevivéncia das plantulas no meio e testando os niveis de NaCl de 0,34; 0,68 M, além
do 1,02 M, elegeram o nivel de 0,34 M como 50% da dose letal para testar em nove
clones tolerantes e em um sensivel a salinidade. Ao final do trabalho eles conseguiram
confirmar a tolerancia a salinidade de alguns destes clones, servindo de base para o
melhoramento genético da espécie.

Em plantas de Moringa oleifera, foram avaliados os teores de clorofila a, b e
total e os carotenoides, e embora tenha sido avaliada a resposta ao estresse de curta
duracdo, onde as plantas foram submetidas a salinidade por 2, 24 e 48 horas, ainda
assim, foi encontrada uma pequena reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos
quando submetidas aos tratamentos 75 mM e 150 mM de NaCl (ALVES, E. C. A,
2013)

5.2.5 Producdo de matéria seca e alocacdo de biomassa para os diversos
orgaos

O estresse ndo causou efeito na producdo de matéria seca para as partes da
planta estudadas mesmo apos 30 dias de submissdo dos tratamentos salinos, sendo todas
as partes das plantas do tratamento severo de CaCl, afetadas a partir dos 45 DAD.

Para a producdo de matéria seca das folhas e do caule os resultados foram
semelhantes. Para ambas o tratamento controle ndo apresentou interacdo significativa
em relacdo ao fatorial. Analisando o fatorial, também para ambos essa variavel sO
apresentou reducédo significativa no tratamento severo em relacdo moderado de CaCl,
aos 45 e 60 DAD. Estas reducdes foram de 47% e 33%, para a MSF e 69% e 42%, para

a MSC para as épocas citadas, respectivamente (Figura 26 e 27).
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significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 26: Producdo de matéria seca das folhas de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis
de NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, maidsculas entre 0s niveis e mindsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns ndo
significativo (p >=.05) para a interagéo Fatorial x Testemunha.

Figura 27: Producdo de matéria seca dos caule de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis
de NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetagdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre os niveis e minusculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Para a producdo de matéria seca das raizes ja foi verificada interacdo
significativa do tratamento controle com o fatorial em todas as épocas de avaliacdo,
porém a andlise fatorial foi um pouco diferente. Aos 15 DAD ndo foi verificada
diferenca estatistica entre os niveis e 0s sais empregados. Porém aos 30 DAD o
tratamento severo de CaCl, ja foi reduzido (28%) em relacdo ao outro nivel do mesmo
sal. Aos 45 DAD essa reducdo foi novamente no nivel severo, porém agora, para as
plantas cultivadas sob NaCl, sendo esta reducdo de 47%. As plantas enfim chegaram
aos 60 DAD novamente sem apresentar nenhuma diferenca estatistica entre os niveis ou
entre os sais experimentados (Figura 28).

Para a matéria seca total, a situacdo ja foi diferente daquela ocorrida para os
Orgdos, pois ja aos 15 DAD as plantas cultivadas sob 100 mM de CaCl, apresentaram
24% menos producdo de MST do que o nivel moderado deste sal. Ainda nesta época, as
plantas cultivadas sob 50 mM apresentaram uma maior MST quando sob CaCl; (Figura
29).

Apos 30, 45 e 60 DAD as plantas apresentaram a mesma redu¢do apenas no
tratamento 100 mM de CaCl,, estas reducdes foram de 29%, 49% e 34% em relacdo ao
tratamento moderado deste sal (Figura 29).

Esses resultados denotam tolerancia as plantas de nim ao NaCl até 60 dias sob
essas concentracGes, e passado esse periodo, elas permanecem crescendo até 60 dias
sem prejuizos quando cultivadas sob 100 mM de NaCl e CaCl, (Figura 29).

Isso pode ser confirmado, se avaliarmos as épocas de coleta, pois mesmo que
de maneira singela, houve sempre um aumento da producdo de matéria seca ao longo do
tempo, o que seria esperado para plantas que estdo sob boas condigdes de cultivo ou que
estdo conseguindo tolerar algum tipo de estresse. Esse comportamento pode ser notado
principalmente na MST que teve seus maiores valores na dltima coleta, que foram, em
sua maioria, maiores estatisticamente, se comparados aos valores obtidos na avaliacdo
anterior (45 DAD) (Figura 29).
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05) e ns ndo
significativo (p >= .05) para a interacdo Fatorial x Testemunha.

Figura 28: Producdo de matéria seca das raizes de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis
de NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetagdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre os niveis e minGsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns nao
significativo (p >= .05) para a interagdo Fatorial x Testemunha.

Figura 29: Producdo de matéria seca total de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de
NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD),
cultivadas em casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por
mesma letra, mailsculas entre 0s niveis e minudsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Assim como foi visto nos resultados de producdo de matéria seca, a alocacao de
biomassa para os diferentes 6rgaos, também ndo foram afetados pela salinidade. Além
disso, pode ser observado que a interacdo tratamento controle x fatorial ndo foi
significativo para a maioria das épocas, sendo significativo apenas para a ABF aos 15 e
60 DAD (Figura 30).

Avaliando cada época separadamente, os valores encontrados para a ABF, a
ABC e a ABR, em média foi de 40%, 27% e 33% na primeira coleta (15 DAD), de
39%, 26% e 35% na segunda (30 DAD), de 34%, 29%, 37% na terceira (45 DAD) e de
33%, 32% e 35% na quarta coleta (60 DAD), respectivamente (Figura 30).

Analisando a tendéncia ocorrida entre as épocas de avalia¢do, percebe-se que
ao longo do tempo os tratamentos controle e os dois niveis (50 MM e 100 mM) de NaCl
foram reduzindo a sua ABF, com os menores valores aos 60 DAD (29%, 35% e 31%,
respectivamente), no entanto essa proporcao foi aumentada na ABC para os tratamentos
controle e 50 mM de NaCl, com 32% e 35%, respectivamente, aos 60 DAD. Ja para as
plantas submetidas aos dois niveis de CaCl,, ndo houve diferenca entre as épocas de
avaliacdo para a alocacdo de biomassa seca em nenhum dos 6rgdos (Figura 30). Isso
pode ser justificado, pois nesses tratamentos, ao longo das épocas, foi encontrada uma
reducdo na producdo de matéria seca para todos os 6rgdos, portanto se todos 0s 6rgaos
foram reduzidos na mesma proporcdo, a alocacdo dessa matéria seca para 0s Orgaos

também permaneceu inalterada.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <.05) e ns ndo
significativo (p >=.05) para a interagéo Fatorial x Testemunha.

Figura 30: Alocacdo de biomassa seca para as folhas (ABF), para o caule (ABC) e para as raizes (ABR)
de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e CaCl, em quatro épocas de avaliacdo
(A-15DAD, B - 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2
(2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra, mailsculas entre 0s niveis e mindsculas
entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
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A relacdo raiz/parte aérea acompanhou 0 mesmo comportamento da producgéo
de matéria seca e alocacdo de biomassa seca para todas as partes da planta, uma vez que
foi praticamente inalterada nas plantas submetidas ao estresse salino. A interacdo do
tratamento controle com o fatorial s6 foi significativa aos 15 DAD, ndo sendo
observada interagdo nas demais épocas de avaliacdo (Figura 31).

Ao longo das coletas o Unico tratamento que apresentou reducdo em relagéo ao
outro nivel foi 0 50 mM de NaCl, com uma relacédo raiz/parte aérea 47% menor na
ultima coleta. Os valores encontrados variaram de 0,45 a 0,61 aos 15 DAD, de 0,49 a
0,57 aos 30 DAD, de 0,50 a 0,67 aos 45 DAD e de 0,43 a 0,66 aos 60 DAD (Figura 31).

Reducdes significativas na producdo total de matéria seca e fresca sdo
verificadas em plantas de pinhdo manso cultivadas em casa de vegetacdo por 28 dias
sob niveis de salinidade — 0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 mM de NaCl (CUNHA et al., 2013).
As limitagdes do crescimento ocorreram a partir da submissdo das plantas a niveis >60
mM de NaCl, atingindo reducbes de até 36% em relagdo as plantas do tratamento
controle, o que difere dos resultados encontrados nesta pesquisa, certamente pela
diferenca entre os niveis de tolerancia a salinidade, retratado para ambas as espécies.

Em uma pesquisa desenvolvida com plantas de goiabeira, Ebert et al. (2002)
encontraram aumento na producdo de matéria seca das raizes em plantas submetidas a
60 mM de NaCl. Além disso, os autores testaram a influéncia da adicdo de Ca(NO3),
juntamente com os tratamentos de NaCl, e houve um incremento da relacdo raiz/parte
aérea das plantas acrescidas de 10 mM desse sal em relagdo aos tratamentos de NacCl,
diferentemente do que foi encontrado neste trabalho, as plantas da presente pesquisa, ao
longo do periodo de estresse ndo alteraram esta variavel.

Resultados semelhantes aos que foram encontrados na presente pesquisa foram
encontrados por Diniz et al. (2013). Os autores constataram que a irrigacdo com agua
salina de até 6,0 dS.cm™ (diluidos a partir de 4gua fortemente salina), durante 117 dias,
ndo causou efeitos significativos na producdo total de matéria seca, nem para a parte

aérea, tampouco para as raizes de plantas de nim indiano envasadas.
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** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); *significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05) e ns ndo
significativo (p >= .05) para a interacdo Fatorial x Testemunha.

Figura 31: Relacdo raiz/parte aérea de plantas de nim indiano submetidas a diferentes niveis de NaCl e
CaCl, em quatro épocas de avaliagdo (A — 15 DAD, B — 30 DAD, 45 - DAD e 60 DAD), cultivadas em
casa de vegetacdo. Para o fatorial 2 x 2 (2 tipos e 2 niveis de sais), médias seguidas por mesma letra,
maidsculas entre os niveis e mindsculas entre os tipos de sais, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade
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Em mudas de seis espécies cultivadas em casa de vegetacdo sob irrigacdo de
solucdes adicionadas de cloreto de sodio e cloreto de célcio (2:1), com CE de até 20
dS.cm™ por 360 dias, foi encontrada uma mortalidade em trés das espécies a partir dos
150 dias de cultivo (GURUMURTHY et al., 2007). No entanto, entre as espécies
estudadas estava o nim, que chegou ao final do periodo experimental com um
incremento relativo de biomassa continuo, o que indica, segundo 0s autores, que essas
plantas estavam desenvolvendo tolerancia a salinidade.

Mudas de nim cultivadas in vitro sob salinidade apresentam reducdes drasticas,
de mais de 100%, na produgdo de matéria fresca e seca total das plantas (CHA-UM et
al., 2004). Isso foi atribuido pelos autores pela reducdo na taxa de fotossintese também
registrada no trabalho. Embora, esses resultados sejam divergentes dos encontrados na
presente pesquisa, isso pode ser justificado, pois estas reducdes ocorreram nas plantas
submetidas a niveis de NaCl expressivamente maiores (1,02M) do que os testados aqui.
Todavia, fato interessante que pode ser observado, € que 0s autores encontraram que a
producdo total de matéria fresca foi afetada apenas no tratamento mais severo (1,02M
de NaCl), ndo havendo diferenca entre os demais, e além disso, a producdo total de
materia seca sé foi afetada nos dois tratamentos mais severos (0,68M e 1,02M de NacCl),
0 que denota, embora os autores ndo tenham comentado, que essas plantas foram
tolerantes a niveis de até 0,34M que representa 340 mM de NaCl com produtividade
semelhantes ao tratamento controle. Esta concentracdo é trés vezes maior do que a
maior que foi testada na presente pesquisa (100 mM). Portanto estes resultados
corroboram com a presente pesquisa, confirmando que plantas de nim ndo alteram o seu
crescimento quando expostos a niveis consideraveis de sais no substrato.

Munns e Tester (2008) afirmam que curiosamente o crescimento da parte aérea
€ mais sensivel do que o crescimento das raizes, e que embora ndo tenha nenhuma
explicacdo cientifica, eles sugerem que isso ocorra, assim como em plantas sob déficit
hidrico, para que haja uma reducdo da area foliar em relacéo a raiz, a fim de diminuir a
superficie de perda de agua e conservacao da mesma, evitando assim a necessidade de
absorcdo de mais dgua do meio salino. Isso poderia ter acontecido com as plantas em
questdo, porém elas continuaram crescendo e devido ao grande numero de folhas
prosseguiram com seu processo fotossintético e consequentemente permaneceram
produzindo matéria seca, entretanto, esta foi alocada igualmente para todos os 6rgaos,

denotando que o estresse ndo afeta de maneira alguma, as variaveis de crescimento
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estudadas, permitindo que elas vivam em ambientes salinos com essas concentracgdes de
sais sem prejuizos na produtividade.

Esse desempenho que as plantas apresentaram, pode estar relacionado a idade
que elas tinham e ao periodo que elas passaram em aclimatacdo na casa de vegetacao,
somando os seis meses de cultivo na sementeira e os 40 dias em aclimatacdo, elas
estavam com um pouco mais de sete meses quando foram expostas a salinidade,
normalmente nos trabalhos que sdo encontrados as plantas sdo bem mais jovens, e
certamente isso deve ter feito a diferenca para que elas conseguissem enfrentar o
estresse mantendo o seu crescimento em alta.

Apesar dessas respostas, foi percebido em quase todas as varidveis que 0s
efeitos foram sensivelmente mais fortes nas plantas submetidas ao CaCl,, independente
do nivel. Na literatura, como ja foi abordado, existe muitos trabalhos acerca dos efeitos
benéficos que a adigdo desse sal, ou outros que sejam fonte de Ca®, pode causar em
plantas submetidas a salinidade. O interessante é perceber que entre eles, as
concentracOes utilizadas variam de 0,5 mM - 20 mM, para os que encontraram efeitos
positivos ou nulos. E dificil encontrar na literatura trabalhos que usem concentragdes
maiores do que estas e que ele seja utilizado isoladamente, tornando complexo o
entendimento da acdo desse sal, quando encontrado em excesso. Em trabalho com
mudas de pepino, Colla et al. (2013) encontraram efeito similar ao que foi encontrado
aqui com as plantas de nim, pois ele testou diferentes concentracdes de CaCl, e de NaCl
isoladamente, além de formar um tratamento com proporcdes equimolares de ambos. Os
autores chamam atencdo para o efeito danoso do CaCl,, porém ndo justifica esse
comportamento das plantas.

E notdrio que o cloreto de sddio é um sal higroscopico, ou seja, que retém
umidade do ar quando entra em contato com ele. Porém essa caracteristica no cloreto de
calcio é muito mais marcante, uma vez que ele é utilizado como dessecante em Varios
seguimentos e visualmente, em poucos segundos ele j& estd aparentemente Umido.
Talvez essa caracteristica tenha relacdo com o seu efeito danoso as plantas e isso pode
ser comprovado, pois em ensaios de germinacdo, onde sO é exigida a presenca de agua,
0s sais tém acdo osmética preponderante no processo de absor¢do da mesma.

Alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos a fim de testar a influéncia de sais
na agua de irrigacdo das sementes, e utilizando diferentes sais reportam-se diferentes

respostas, como é o caso da germinacdo de sementes de Enterolobium schomburgkii
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onde é verificada uma menor porcentagem de germinacgdo e indice de velocidade de
germinacdo quando irrigadas com solucdo de NaCl e CaCl,, porém com valores
extremamente menores com submissdo ao CaCl, (BRAGA; SOUSA; ALMEIDA,
2008). Além desta espécie, também foram encontrados maiores efeitos sobre as
variaveis de germinacdo de cedro, quando irrigadas com solucdo de KCI e CaCl, nos
niveis de 0, 25, 50, 75 e 100 mM (FERREIRA et al., 2013). Estudando germinacao de
catingueira e angico sob diferentes potenciais osmoticos de NaCl, CaCl, e
polietilenoglicol - PEG6000, Santos (2014) encontrou tolerdncia a salinidade de até -
1,2MPa de NaCl, no entanto essa tolerancia foi reduzida para -0,4MPa, quando se tratou
do CaCl,.

Diante disso, é evidenciado que o efeito mais significativo desse sal deve estar
relacionado a sua capacidade de retencdo de agua, se tornando mais agressivo também
as plantas. Importante notar que todas as concentragcOes utilizadas para o cultivo de
plantas sdo pequenas, sendo constatados ent&o os beneficios dos ions Ca* reportados em
diversos trabalhos, porém no presente trabalho foram utilizados niveis bem maiores o
pode ter intensificado os efeitos sobre as plantas, que nos deu a oportunidade de

conhecer os limites de tolerancia a este tipo de sal, tido até entdo como benéfico.
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5.2.6 Ficha de descritores fisioldgicos dos mecanismos de resposta a

salinidade

Avaliando todas as varidveis estudadas, é verificado que a maioria delas foi
afetada pelo estresse salino em algum nivel e/ou época, com predominancia desses
efeitos sob as plantas cultivadas com CaCl, (Tabela 3). No conjunto das 27 variaveis
que foram analisadas, vemos que 13 delas foram afetadas em pelo menos um tratamento
salino na primeira e segunda coleta, 12 na terceira e 16 na quarta, comprovando que 0s
efeitos da salinidade foram aumentados ao longo do periodo de imposicdo ao estresse.
Em relacdo a severidade com que elas foram comprometidas, aquelas que foram
levemente reduzidas, pelo menos em algum tratamento, permaneceram com um namero
estavel (11 variaveis) até a Gltima coleta, onde em 13 delas foram verificadas diferencas
em relacdo ao tratamento controle, ja para aquelas que foram severamente afetadas
(>50%), vemos que esse numero foi pequeno, atingindo o maximo de cinco na ultima
coleta (Tabela 3).

Para ambos os sais, podemos verificar como era esperado, que em todas as
épocas de avaliagdo o numero de variaveis afetadas sempre foi maior para 0s
tratamentos severos em relacdo aos moderados. Comparando os sais (independente do
nivel), é notorio que o nimero de variaveis afetada foi maior para as plantas cultivadas
em CaCl,, exceto na primeira coleta onde esse total foi maior para o NaCl, com uma
diferenca de apenas uma (Tabela 3).

Em relagdo aos pardmetros avaliados, verifica-se que todas as varidveis das
trocas gasosas, das relagdes hidricas e dos pigmentos fotossintéticos foram atingidas em
algum momento, porém se considerarmos as epocas de avaliacdo, observamos que 0s
mais afetados foram as relacGes hidricas, seguido das trocas gasosas, logo ap0s 0s
pigmentos e por ultimo o crescimento. As relagdes hidricas foram afetadas em todas as
coletas, sendo cada vez mais atingida ao longo do estresse, chegando a maior
intensidade dos efeitos na udltima avaliacdo (60 DAD). As trocas gasosas foram
inicialmente afetadas de maneira severa, com uma amenizacdo em todas as variaveis
deste pardmetro nas coletas que se seguiram e entdo novamente foram reduzidas no
final do periodo experimental. Os pigmentos fotossintéticos foram reduzidos a partir da
segunda coleta, porém com poucas variagfes. Ja para o crescimento, ndo foram

verificadas alteracdes significativas para quase nenhuma variavel até a Gltima avaliacéo,
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exceto para a producdo de matéria seca que foi levemente reduzida em alguns 6rgaos
nas Ultimas épocas de avaliacdo (Tabela 3).

Considerando essas informagcfes em conjunto, podemos sugerir que 0 nim
sofreu inicialmente o efeito osmotico da salinidade, onde as plantas respondem
semelhantemente ao déficit hidrico, uma vez que inicialmente elas sdo afetadas pela
falta de agua, com alteragdes principalmente das trocas gasosas e das relagdes hidricas.
Porém, esses ndo seguiram 0 mesmo padrdo, uma vez que as trocas gasosas foram
recuperadas e somente apos 60 dias de estresse elas foram novamente afetadas, desta
vez apenas nas plantas submetidas as condi¢Bes mais estressantes. As relag@es hidricas
por sua vez, foram cada vez mais afetadas, porém isso pode significar uma possivel
resposta das plantas ao estresse, ja que as mesmas poderiam abaixar o seu potencial
hidrico através da producédo de solutos organicos, ou do acimulo de ions inorganicos
em seus vacuolos e dessa forma manter a sua turgescéncia, fato que foi observado até a
ultima época de avaliacdo. Esse mecanismo também justificaria a abertura estomatica,
que foi semelhante a das plantas controle até a Ultima época de avaliacao, isso fez com
se mantivesse a assimilacdo de CO, pela planta e continuassem o0s ritmos de
crescimento que apenas nas Ultimas coletas foram afetados. Com o passar do tempo 0s
pigmentos fotossintéticos também foram alterados, talvez pelo efeito idnico da
salinidade, que ja comecava a causar danos metabolicos. Seguindo a linha de resposta
citada anteriormente, mesmo que as plantas tenham conseguido manter os estbmatos
abertos, essa reducdo dos pigmentos pode ter causado o0 prejuizo na fotossintese
observado no final do periodo experimental, o que tornaria possivel que fossem

observadas redugdes significativas no crescimento mais tarde.



Tabela 3: Efeitos causados por diferentes niveis de NaCl e CaCl, por 60 dias, em variaveis fisiologicas avaliadas em plantas de nim indiano cultivadas em casa de vegetacdo
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**Siglas dos tratamentos: 50N — 50 mM de NaCl, 100N — 100 mM de NaCl, 50C — 50 mM de CaCl, e 100C — 100 mM de CaCl,
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Apesar de todas as reducles causadas pela salinidade, era perceptivel que
pouquissimas plantas comecaram a sofrer visualmente somente apds 60 dias de estresse,
com as bordas de algumas folhas necrosadas, apenas nos niveis mais severos, até entdo
as plantas eram semelhantes entre si. O que pode indicar que a partir desse periodo essas
plantas poderiam demonstrar os sintomas de injuria. Portanto as mudas de nim
cultivadas sob essa condicdo podem ser classificadas como tolerantes a salinidade. Pois
embora tenham sofrido inicialmente com o efeito osmatico, elas conseguiram de alguma
forma, manter a sua produtividade tdo satisfatoria quanto a das plantas cultivadas em
substrato isento de sais. O que pode ser comentado sobre os sais é que, plantas de nim
conseguem manter a sua produtividade se cultivadas até concentragfes de 100 mM de
NaCl pelo periodo avaliado, e embora ambos 0s sais tenham causado efeitos sobre a
fisiologia das plantas, o CaCl, foi mais invasivo causando graves danos celulares apos
45 dias, com reduc@es consideraveis de producdo de matéria seca a partir desse periodo,
sendo portanto indicado que plantas de nim sejam cultivadas por esse periodo até a

concentracdo de 50 mM de CaCl, sem prejuizos em sua produtividade.
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6 CONCLUSAO

Quanto as de sementes de nim, conclui-se que baixas temperaturas (5°C)
inibem a sua germinagdo, enquanto que o armazenamento sob temperatura de 25°C
permite uma manutencao de viabilidade e vigor até apenas trés dias. Além disso, diante
da variabilidade de respostas as condigdes de armazenamento, indica-se, portanto, que
as sementes sejam semeadas 0 quanto antes apos a coleta, e caso haja a necessidade de
armazenar as sementes, sugere-se que sejam realizados pré testes especificamente para
cada regido. O que ressalta a extrema necessidade de estudo para estabelecer os padrdes
de coleta, de pré-tratamento e de armazenamento para essas sementes.

Quanto ao estabelecimento de mudas de nim sob salinidade, ambos os sais
causam efeitos sobre a fisiologia das plantas, porém o CaCl, € mais invasivo do que o
NaCl, causando graves danos celulares apds 45 dias de cultivo. Portanto mudas de nim
aclimatadas, podem ser cultivadas por 60 dias em concentracfes de até 100 mM de
NaCl e 50 mM de CaCl, sem prejuizos em sua produtividade. Indicando-se a realizacédo
de pesquisas que ultrapassem esses periodos de imposi¢do do estresse para se definir o

limite de cultivo de plantas de nim sob salinidade por NaCl.
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