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RESUMO 
ANDRADE, Rafaela da Mota. Respostas in vitro a estresses abióticos em Gliricidia sepium. 
São Cristóvão: UFS, 2025. 49p. (Dissertação – Mestrado em Agricultura e Biodiversidade).* 
 
O Brasil abriga a maior riqueza biológica do planeta, com uma flora altamente diversificada. A 
família Fabaceae ocupa a posição de terceira maior família botânica em número de espécies e 
possui uma expressiva diversidade taxonômica. Dentro dessa família, a Gliricidia sepium é uma 
leguminosa perene de grande interesse econômico devido à sua versatilidade, incluindo a 
fixação biológica de nitrogênio e adaptação a condições ambientais adversas. O estudo de 
genótipos sob estresses abióticos, como salinidade e déficit hídrico, é essencial, pois esses 
fatores impactam negativamente o desenvolvimento vegetal e podem desencadear respostas 
fisiológicas e bioquímicas. Este trabalho avaliou as respostas de dois acessos do Banco Ativo 
de Germoplasma (BAG) de Gliricidia sepium da Embrapa Tabuleiros Costeiros ao estresse 
salino e hídrico em condições de cultivo in vitro. Os experimentos foram conduzidos na 
Embrapa Tabuleiros Costeiros, utilizando meio de cultivo WPM (Wood Plant Medium) 
suplementado com diferentes concentrações de NaCl (0, 100, 150, 200 e 250 mM) para o 
estresse salino. Foram analisados parâmetros morfométricos, como biomassa (folhas, caule e 
raízes), teor de clorofila (a e b) e prolina. O aumento da salinidade reduziu significativamente 
o crescimento das plântulas, com diminuição no comprimento da raiz primária e da parte aérea. 
A massa fresca e seca das folhas e raízes também diminuiu progressivamente, enquanto a do 
caule aumentou em relação ao controle. Concentrações elevadas de NaCl inibiram o 
desenvolvimento foliar, impedindo a quantificação de clorofila e prolina nesses tratamentos. O 
acesso Vitrine apresentou maiores teores de clorofila a e b em comparação ao acesso Dores nas 
concentrações mais baixas. Quanto à prolina, o acesso Dores teve aumento significativo nas 
folhas em 100 mM, enquanto o Vitrine apresentou maior acúmulo na ausência de sal. No caule, 
a prolina foi mais elevada que nas folhas, aumentando com a salinidade em ambos os acessos. 
No ensaio de estresse hídrico, sementes foram cultivadas em meio WPM com polietilenoglicol 
- PEG 6000 (0, 70, 140 e 210 g/L). Observou-se redução linear na germinação e no 
desenvolvimento de plântulas normais conforme o aumento da concentração de PEG no meio. 
Alterações anatômicas foram detectadas nas células das folhas e raízes, indicando adaptações 
ao déficit hídrico. Conclui-se que o estresse salino e hídrico in vitro afetou significativamente 
o desenvolvimento da Gliricidia sepium, com respostas distintas entre os acessos. A prolina 
demonstrou ser um marcador bioquímico eficiente para avaliar a tolerância ao estresse nessa 
espécie. Esses resultados contribuem para a compreensão da adaptação da gliricídia a condições 
adversas, auxiliando em estratégias de manejo e melhoramento genético. 
 
Palavras-chave: salinidade, estresse hídrico, prolina, clorofila, histologia. 
___________________ 
 

* Comitê Orientador: Ana da Silva Ledo – Embrapa/UFS (Orientador), Evandro Neves Muniz – Embrapa 
(Coorientador). 
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ABSTRACT 
ANDRADE, Rafaela da Mota. In vitro responses to abiotic stresses in Gliricidia sepium. São 
Cristóvão: UFS, 2025. 49p. (Dissertation - Master of Science in Agriculture and Biodiversity).* 
 
Brazil is home to the greatest biological wealth on the planet, with a highly diverse flora. The 
Fabaceae family is the third largest botanical family in terms of species and boasts significant 
taxonomic diversity. Within this family, Gliricidia sepium is a perennial legume of great 
economic interest due to its versatility, including biological nitrogen fixation and adaptation to 
adverse environmental conditions. Studying genotypes under abiotic stresses, such as salinity 
and water deficit, is essential, given that these factors negatively impact plant development and 
can trigger physiological and biochemical responses. This study evaluated the responses of two 
accessions from the Active Germplasm Bank (AGB) of Gliricidia sepium at Embrapa 
Tabuleiros Costeiros to saline and water stress under in vitro culture conditions. The 
experiments were conducted at Embrapa Tabuleiros Costeiros, using WPM (Wood Plant 
Medium) culture medium supplemented with different concentrations of NaCl (0, 100, 150, 200 
and 250 mM) for saline stress. Morphometric parameters such as biomass (leaves, stem and 
roots), chlorophyll (a and b) and proline content were analyzed. Increasing salinity significantly 
reduced seedling growth, with a decrease in primary root and shoot length. Fresh and dry matter 
of both leaves and roots also decreased progressively, while stem matter increased compared to 
the control. High NaCl concentrations inhibited leaf development, preventing the quantification 
of chlorophyll and proline levels in these treatments. The Vitrine accession had higher 
chlorophyll a and b contents compared to the Dores accession at lower concentrations. 
Regarding proline, the Dores accession showed a significant increase in leaves at 100 mM, 
while Vitrine showed greater accumulation in the absence of salt. Proline was higher in stems 
than in leaves, increasing with salinity in both accessions. In the water stress assay, seeds were 
grown in a WPM medium with Polyethylene glycol - PEG 6000 (0, 70, 140, and 210 g/L). A 
linear reduction in germination and development of normal seedlings was observed as the PEG 
concentration in the medium increased. Anatomical changes were detected in leaf and root cells, 
indicating adaptations to water deficit. We conclude that in vitro salt and water stress 
significantly affected the development of Gliricidia sepium, with distinct responses among 
accessions. Proline proved to be an effective biochemical marker for assessing stress tolerance 
in this species. These results contribute to understanding how Gliricidia adapts to adverse 
conditions, aiding management and genetic improvement strategies. 
 
Key-words: salinity, water stress, proline, chlorophyll, histology. 
___________________ 
 

* Guidance Committee: Ana da Silva Ledo – Embrapa/UFS (Advisor), Evandro Neves Muniz – Embrapa (Co-
advisor). 
 



1 

1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
Ao longo do seu ciclo de vida, as plantas enfrentam diversas mudanças no ambiente, 

resultantes de fatores bióticos ou abióticos. Essas condições adversas exigem que as plantas 
demonstrem uma significativa capacidade de resiliência para garantir sua sobrevivência 
(Hilker; Schmülling, 2019). 

Dentre as condições abióticas desfavoráveis enfrentadas pelas plantas no meio 
ambiente, destacam-se: secas, altas temperaturas, baixas temperaturas, carências nutricionais e 
excessos de sal ou de metais pesados no solo. Esses tipos de estresse abiótico restringem o uso 
global das terras aráveis e impactam de maneira negativa a produtividade das plantações 
(Bailey-Serres, 2019). 

Um desafio inevitável que intensifica os estresses abióticos é a mudança climática, que 
coloca em risco a segurança alimentar em escala mundial por reduzir a produtividade 
das espécies em aproximadamente 70% (Raza et al., 2019). Tais alterações climáticas tendem 
a intensificar os estresses abióticos tanto isoladamente quanto em combinação, principalmente 
a seca e a salinidade, por exemplo (Anwar et al., 2022). 

A salinidade é um importante fator de estresse abiótico que compromete o crescimento 
e a produtividade das plantas, dificultando a extração de água do solo e provocando o acúmulo 
tóxico de íons (Cirillo et al., 2019). Trata-se de um problema global que impacta 33% das terras 
irrigadas, 20% das áreas cultivadas e 7% de outras regiões terrestres no planeta (Zaman et al., 
2018).  

Pesquisas indicam que as plantas conseguem lidar relativamente bem com períodos 
curtos de seca leve. Porém, são significativamente afetadas por condições de seca intensa e 
prolongada (Khan; Singh, 2021). Ao longo da última década, as secas ocasionaram cerca de 
US$ 30 bilhões em perdas agrícolas ao redor do mundo (Gupta et al., 2020).  

A resposta das plantas a esses estresses está associada à ativação de diversos genes 
(Sham et al., 2015). Os mecanismos de adaptação incluem o reparo de danos causados pelos 
estresses, o restabelecimento da homeostase celular e o ajuste do crescimento a níveis 
apropriados para enfrentar as condições específicas de estresse (Zhang et al., 2020). 

No contexto de ambientes adversos, a Gliricidia sepium, uma espécie leguminosa, tem 
demonstrado sucesso considerável, sendo reconhecida por sua tolerância a condições de 
salinidade e déficit hídrico, especialmente quando seu sistema radicular apresenta bom 
desenvolvimento (Rahman et al., 2019). 

A Embrapa Tabuleiros Costeiros vem trabalhando com gliricídia desde 1985. 
Atualmente, sua coleção de trabalho reúne diversidade genética, composta por 14 acessos 
coletados em cinco estados brasileiros — Sergipe, Pernambuco, Rondônia, Paraíba e Rio de 
Janeiro — além de materiais provenientes de três introduções internacionais. O Banco Ativo de 
Germoplasma (BAG) de Gliricídia foi oficialmente aprovado em dezembro de 2023 pela Rede 
de Recursos Genéticos da Embrapa (Carvalho et al., 2024). 

Por meio das técnicas de biotecnologia vegetal, como a cultura de tecidos, torna-se 
viável analisar o crescimento e a multiplicação de células, tecidos e órgãos vegetais utilizando 
meios nutritivos artificiais em um ambiente controlado. Essa abordagem oferece diversas 
vantagens, como a possibilidade de propagar vegetais ao longo de todo o ano, evitando 
interferências causadas por mudanças climáticas ou condições desfavoráveis do solo. Além 
disso, facilita a seleção de genótipos específicos com características desejáveis que atendam a 
demandas particulares, diretamente a partir da cultura in vitro (Mahanta; Gantait, 2024). 

Novos estudos in vitro são necessários para compreender o comportamento das plantas 
diante de estresses, visando o desenvolvimento de variedades com características específicas. 
Com base nessa necessidade, o presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas de dois 
acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Gliricidia sepium da Embrapa em relação 
aos estresses hídrico e salino em condições de cultivo in vitro. 
 



2 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Família Fabaceae: Diversidade que sustenta a vida 

A família Fabaceae é a terceira maior família botânica em número de espécies, 
destacando-se por sua ampla diversidade taxonômica. São cerca de 19.400 espécies distribuídas 
em 730 gêneros, organizados nas subfamílias Papilionoideae (Faboideae), Caesalpinioideae e 
Mimosoideae (Lima et al., 2018). 

As plantas desse grupo são altamente conhecidas devido à sua relevância nos âmbitos 
econômico, ornamental e alimentício (Moura et al., 2015; Sutjaritjai et al., 2019). Essas 
espécies são empregadas no uso sustentável da biodiversidade, contribuindo para a fixação 
biológica de nitrogênio, o que reduz a dependência de insumos químicos externos. Além disso, 
são essenciais para ampliar a segurança alimentar, favorecer a saúde humana e apoiar práticas 
agrícolas sustentáveis (Vasconcelos et al., 2020). 

Espécies da família Fabaceae estão presentes de forma natural ou cultivada em quase 
todas as partes do mundo, com exceção das regiões polares (Messina, 1999; Sharma et al., 
2017). Essas plantas se adaptam a diferentes hábitos e ocupam uma vasta diversidade de 
biomas, incluindo pastagens, florestas tropicais e temperadas (Schrire et al., 2003).  

Esta família destaca-se como uma importante fonte de fitoquímicos, como flavonoides, 
lectinas, saponinas, alcaloides, carotenoides e ácidos fenólicos (Sebastian et al., 2020). 

Atualmente, as pesquisas com leguminosas se concentram em acelerar os avanços 
genéticos relacionados à produtividade, à qualidade nutricional e à resistência ou tolerância a 
fatores de estresse (Baloglu et al., 2022). 
 
2.2 Gliricidia sepium 
 
2.2.1 Origem, distribuição e descrição botânica 

Dentre as espécies que compõem a família Fabaceae, destaca-se a Gliricidia sepium, 
uma cultura introduzida no Brasil na década de 1970. Inicialmente, seu uso era voltado para o 
sombreamento das plantações de cacau no litoral da Bahia. Apenas na década de 1980 começou 
a ser empregada como alternativa para a alimentação animal na região do semiárido nordestino, 
mostrando-se bem adaptada às condições edafoclimáticas dessa região (Andrade et al., 2015). 

A gliricídia, espécie de ciclo perene, é originária da América Central e do norte da 
América do Sul (Gómez et al., 2002). No Brasil, é amplamente conhecida pelo nome de 
gliricídia, enquanto no México e outros países da América Central é chamada de madre de 
cacao, madero negro, mata ratón, entre outras denominações. Trata-se de uma árvore 
leguminosa de crescimento rápido cuja versatilidade e múltiplos usos têm despertado interesse 
comercial e econômico em regiões tropicais (Kill e Drumond, 2001).  

Essa espécie é adaptada a ambientes com precipitação anual entre 600 e 3500 mm, 
devido às suas raízes extensas e profundas. Apresenta baixa exigência quanto ao tipo de solo e 
se desenvolve bem tanto em temperaturas mais baixas (14 a 21 °C) quanto em mais altas (34 a 
41 °C). Por essas características, é amplamente considerada uma planta adaptada ao clima 
semiárido (Baggio; Heuveldop, 1982). 

É uma árvore leguminosa de crescimento rápido, capaz de rebrotar com facilidade, o 
que permite podas regulares. Essa espécie é reconhecida por sua versatilidade em diversas 
aplicações, como adubação verde, alimentação animal, reflorestamento e formação de cercas 
vivas (Carvalho Filho et al., 1997). 

Esta árvore apresenta excelente adaptação à ecorregião dos Tabuleiros Costeiros, sendo 
uma opção eficaz como cultura complementar para recuperação e aproveitamento de áreas 
degradadas (Barreto et al., 2004). A Figura 1 mostra a ampla distribuição dessa espécie no 
Brasil. 
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Figura 1. Mapa da distribuição geográfica da Gliricidia sepium no Brasil, onde a presença da 
espécie é indicada pelos estados em colorido. Fonte: Queiroz (2024). 
 

No estado de Sergipe, a espécie está presente nos municípios de Frei Paulo, Itaporanga, 
Nossa Senhora das Dores, Nossa Senhora da Glória, Pacatuba, Riachão do Dantas, Salgado, 
Simão Dias, Tobias Barreto e Umbaúba, conforme a Figura 2 (Santos et al., 2014). 

 

 
Figura 2. Municípios do estado de Sergipe, onde houve registro da ocorrência da espécie G. 

sepium. Fonte: Embrapa 
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2.2.2 Importância da cultura 
A gliricídia apresenta múltiplas funcionalidades de relevância agroecológica, podendo 

ser empregada tanto para a melhoria da fertilidade do solo quanto como fonte suplementar de 
proteína na dieta animal em sistemas de consórcio com gramíneas ou outras culturas. Sua 
utilização tem sido particularmente expressiva em regiões tropicais, integrando sistemas 
agroflorestais (Rangel; Muniz, 2010; Alamu et al., 2023).  

Dentre os benefícios proporcionados, destacam-se a capacidade de promover a ciclagem 
de nutrientes, o incremento do teor de matéria orgânica no solo e sua robusta adaptabilidade à 
seca, atribuída ao seu sistema radicular bem desenvolvido.  Ademais, a leguminosa contribui 
significativamente para a fixação biológica de nitrogênio (Kaba et al., 2019), elevando os níveis 
de nutrientes no solo. Esta característica é especialmente útil em processos de recuperação de 
áreas degradadas e no controle da erosão, quando combinada com melhorias nas condições 
químicas, físicas e biológicas do solo (Andrade et al., 2015). 

Além de suas aplicações agroambientais, essa espécie apresenta propriedades 
medicinais importantes. As folhas podem ser utilizadas no tratamento de enfermidades 
dermatológicas, como úlceras, tumores, icterícia e reações alérgicas. Ademais, os ramos 
terminais mais jovens possuem valor terapêutico e podem ser preparados na forma de 
supositórios com ação antitérmica (Drumond; Carvalho Filho, 2005). 

Conforme estudado por Wartenberg et al. (2017), as árvores e folhas de G. sepium, 
quando utilizadas de diversas maneiras, têm sido empregadas para melhorar a fertilidade do 
solo. Essa melhoria é evidenciada por indicadores como o carbono total, nitrogênio, fósforo 
disponível, pH, capacidade de troca catiônica, saturação de bases, agregação do solo, densidade 
aparente e composição de ácidos graxos fosfolipídicos (PLFA). 

Apesar dessas árvores leguminosas de rápido crescimento possuírem a capacidade de 
aumentar a acidez do solo e diminuir a diversidade da macrofauna, os impactos negativos são 
menos significativos quando comparados aos benefícios ambientais (Moura et al., 2015). 

Plantas agroflorestais contribuem para a melhoria das propriedades físicas do solo ao 
incorporar grandes volumes de serapilheira, biomassa e atividade radicular, além de 
promoverem intensa atividade biológica, formando macroporos no solo, favorecendo sua 
estrutura (Akinnifesi et al., 2010). 

No contexto brasileiro, o uso do esterco de gliricídia aumenta a produtividade de grãos 
de milho e eleva o teor de matéria orgânica no solo. Esse manejo também melhora as 
propriedades químicas do solo, incluindo o pH, a disponibilidade de fósforo, os níveis de 
potássio trocável, cálcio e magnésio, bem como a capacidade de troca catiônica e a saturação 
por bases na camada superficial do solo (Feitosa et al., 2022). 
 
2.3 Estresses abióticos em plantas 

O estresse abiótico é definido como o efeito prejudicial provocado por fatores abióticos 
em plantas submetidas a um dado ambiente. Esse impacto mobiliza uma ampla gama de 
respostas fisiológicas e bioquímicas que podem abarcar desde alterações na expressão gênica e 
no metabolismo celular até modificações nos processos de crescimento e desenvolvimento da 
planta (Zhang et al., 2023). Tal estresse induz alterações e respostas em níveis funcionais 
distintos, que inicialmente são passíveis de reversão, mas podem se consolidar como mudanças 
permanentes ao longo do tempo. Entre os principais fatores que provocam este tipo de estresse, 
destacam-se a deficiência de oxigênio, variações de temperatura, salinidade, congelamento e 
disponibilidade restrita de água, elementos que limitam o crescimento vegetal e, 
consequentemente, exercem impacto direto sobre a produtividade agrícola (Carvalho et al., 
1997). 

Entre os estressores abióticos mais significativos encontram-se eventos como seca, 
salinidade do solo, variações extremas de temperatura (calor ou frio) e outros fenômenos 
ambientais que constituem os principais limitantes da produção agrícola mundial, restringindo 
tanto a quantidade quanto a qualidade dos produtos agrícolas (Bashir et al., 2019). 
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Os estresses abióticos frequentemente se manifestam de maneira multifatorial, 
envolvendo interações entre distintas condições adversas (seca, enchentes, salinidade, frio e 
temperaturas elevadas). Esses fatores interrelacionados são atualmente considerados os maiores 
responsáveis por perdas substanciais na produtividade agrícola global anualmente (Ozturk 
Gokce et al., 2020). 
 
2.3.1 Estresse salino 

A salinização dos solos é um problema crítico para a agricultura, especialmente em 
regiões onde a irrigação se baseia no uso de águas subterrâneas, que frequentemente apresentam 
concentrações elevadas de sais dissolvidos. Geralmente, a origem dos solos salinizados está 
ligada ao manejo inadequado das práticas agrícolas. A salinidade é um fator importante que 
limita o crescimento das plantas e a absorção de nutrientes, principalmente em áreas com 
escassez de água (Dasgan et al., 2002; Castro; Santos, 2020). 

Os efeitos adversos da salinidade nas plantas incluem alterações no potencial osmótico, 
presença de íons tóxicos e desequilíbrio na absorção de nutrientes. Essas mudanças resultam na 
inibição do crescimento vegetal e causam prejuízos consideráveis à agricultura (Távora et al., 
2001). 

O estresse salino primário, caracterizado pelo estresse osmótico e toxicidade iônica, 
desencadeia efeitos secundários como a redução na produção de assimilados, na expansão 
celular, na função da membrana e no metabolismo citosólico. Esses processos afetam 
significativamente o desenvolvimento e a saúde das plantas (Fahad et al., 2017). 
 
2.3.2 Estresse hídrico 

A deficiência hídrica ocorre quando o nível de água em um tecido ou célula fica abaixo 
do valor máximo registrado no estado de maior hidratação. Esse tipo de estresse é um dos 
principais responsáveis por danos e alterações nos processos fisiológicos e metabólicos das 
plantas, culminando em drásticas reduções na produtividade (Farook et al., 2009; Taiz; Zeiger, 
2013). O déficit hídrico geralmente provoca o fechamento dos estômatos, como forma principal 
de evitar a cavitação e um possível colapso hidráulico catastrófico, o que tende a causar uma 
queda significativa na troca gasosa (Johnson et al., 2022). 

A severidade do estresse hídrico está intrinsecamente dependente de fatores como a 
ocorrência e distribuição das precipitações, as demandas evaporativas e a capacidade dos solos 
de reter umidade, os quais apresentam alto grau de imprevisibilidade (Hazel, 1995). 

A crescente gravidade do estresse hídrico causado pela seca tem se intensificado em 
virtude da redução na disponibilidade de água e do aumento na sua demanda global. 
Atualmente, o setor agrícola consome aproximadamente 70% da água doce utilizada 
mundialmente, e as projeções indicam uma elevação considerável nessa porcentagem nos 
próximos anos (Boretti; Rosa, 2019). 

O impacto da seca apresenta consequências para a simbiose natural das leguminosas, 
resultando no retardamento do desenvolvimento dessas plantas e, em última instância, na 
redução do rendimento agrícola (Anjum et al., 2017). 

Para simular o estresse hídrico in vitro, empregam-se diversos agentes osmóticos, tais 
como sacarose, manitol, sorbitol e polietilenoglicol (PEG). Entre esses compostos, o PEG 
destaca-se amplamente por sua aplicabilidade na restrição hídrica in vitro, devido à sua natureza 
atóxica e à incapacidade de penetração nas células, atributo derivado de seu elevado peso 
molecular. Por outro lado, cabe ressaltar que sua utilização pode ocasionar um atraso no 
processo de germinação das sementes (Villela et al., 1991). 
 
2.3.3 Efeitos dos estresses abióticos nas plantas  

A análise das características morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares que 
se manifestam nas respostas das plantas a diferentes tipos de estresses é essencial para o 
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes. Tal conhecimento tem sido amplamente 
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empregado tanto em programas de melhoramento genético convencional quanto na aplicação 
de técnicas de engenharia genética para a obtenção de plantas mais resilientes (Bhatnagar-
Mathur et al., 2008). 

Entre os impactos mais significativos causados pelo excesso de sal no ambiente celular 
destaca-se o desequilíbrio iônico, uma alteração crítica ao metabolismo normal da célula 
vegetal (Yuan et al., 2019). Adicionalmente, o estresse osmótico desencadeado pelo acúmulo 
de sais promove a geração de diversos sinais lipídicos, como esfingolipídios e ácido fosfatídico, 
que atuam nos mecanismos de sinalização e resposta celular (Hou et al., 2016).  

Ambos os estresses – hídrico e salino – contribuem para a indução de uma condição 
osmótica adversa, que requer a regulação de uma variedade de metabólitos, sejam eles 
inorgânicos ou orgânicos. Contudo, tais situações são frequentemente associadas a danos nas 
plantas. Esses danos incluem a toxicidade provocada pelos sais, o aumento descontrolado de 
espécies reativas de oxigênio (ROS), a ruptura da membrana plasmática e alterações estruturais 
na parede celular, comprometendo gravemente a integridade e o funcionamento do organismo 
vegetal (Praveen et al., 2023).  

Estresses como frio, seca e alta concentração de sal compartilham características 
semelhantes em relação aos seus impactos nas plantas e às estratégias de percepção desses 
estímulos pelas mesmas. Frequentemente, geram estresse osmótico nas células vegetais (Zhang 
et al., 2022). Além disso, provocam de maneira veloz um incremento temporário nos níveis de 
Ca²⁺ intracelular, o qual é visto como um mensageiro secundário universal nas sinalizações de 
estresse primário, devido às suas características que o tornam apropriado como uma molécula 
de sinalização multifuncional (Dong et al., 2022). 

As plantas possuem a habilidade de utilizar Na⁺ e Cl⁻ de maneira eficiente, 
armazenando-os em vesículas ou empregando-os como solutos orgânicos in vivo para manter a 
osmorregulação e minimizar os danos causados por toxicidade iônica. Contudo, em condições 
de alta salinidade, as células exigem modificações na estrutura da parede ou o emprego de rotas 
eficazes para o transporte de água e sal, permitindo uma osmorregulação mais otimizada 
energeticamente (Zhang et al., 2022). 

O início do estresse salino desencadeia sinais osmóticos que tornam as plantas mais 
tolerantes à alta salinidade e à seca. Isso resulta, por exemplo, na redução da abertura dos 
estômatos, contribuindo para a menor perda de água e auxiliando na adaptação ao ambiente 
adverso (Lizana et al., 2006). 

Durante períodos de estresse hídrico ou salino, os níveis elevados de prolina agem como 
marcadores bioquímicos que indicam a capacidade adaptativa das plantas frente a estas 
condições (De Ronde et al., 2000). 

De maneira geral, as plantas contam com cinco mecanismos de defesa contra estresses 
abióticos: a presença de cutícula, o uso de ácidos graxos insaturados, a regulação de espécies 
reativas oxidativas, o funcionamento de chaperonas moleculares e a atuação de solutos 
compatíveis. Esses fatores colaboram com a sobrevivência das plantas em ambientes hostis e 
representam características economicamente relevantes (Slama et al., 2015). 
 
2.4 Biotecnologia vegetal 

A cultura de tecidos vegetais, em âmbito global, tem adquirido crescente relevância, 
impulsionada pelos avanços no campo científico e tecnológico. Trata-se de uma ferramenta 
biotecnológica, cujo progresso está intrinsecamente ligado à sua natureza multidisciplinar 
(Krishnan et al., 2019). Essa abordagem tem se mostrado particularmente eficaz na investigação 
da tolerância das plantas a condições adversas do ambiente, dado que esses fatores podem ser 
rigorosamente controlados em condições in vitro (Altman, 2014).  

A aplicabilidade dessa técnica se destaca especialmente no desenvolvimento de plantas 
capazes de resistir melhor a estresses abióticos, como a salinidade e a deficiência hídrica. Essa 
abordagem requer menos espaço físico e proporciona resultados em um período relativamente 
curto (Barroso et al., 2003; Malajovich, 2016).  
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Um número significativo de pesquisas tem sido conduzido com o objetivo de avaliar os 
impactos dos estresses hídrico e salino em culturas de interesse sob condições in vitro. Echer et 

al. (2010) investigaram os efeitos do déficit hídrico induzido por manitol sobre o crescimento 
inicial de plântulas de algodão. Ledo et al. (2013) analisaram como o manitol influenciou a 
desaceleração do crescimento de plântulas de jenipapeiro do acesso NB. Cha-Um et al. (2013) 
examinaram as respostas fisiológicas e as características de crescimento da Echinopsis 

calochlora sob estresse salino em ambiente in vitro. Da mesma forma, Claeys et al. (2014) 
observaram que mesmo níveis baixos de estresse salino podem resultar em uma significativa 
redução no crescimento radicular da Arabidopsis thaliana em tais condições. 
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4. ARTIGO 1  
ESTRESSE SALINO IN VITRO: RESPOSTAS EM ACESSOS DE GLIRICÍDIA   
  
RESUMO   
  
Um dos estresses abióticos que mais compromete o crescimento e desenvolvimento das 
espécies vegetais é a salinidade, uma vez que afeta negativamente processos fisiológicos e 
bioquímicos importantes. Este estudo teve como objetivo a avaliação das respostas fitotécnicas 
e fisiológicas de dois acessos de Gliricidia sepium (Dores e Vitrine) cultivados in vitro sob 
diferentes concentrações de NaCl (0, 100, 150, 200 e 250 mM). As microestacas foram 
cultivadas em meio de cultura WPM e avaliadas quanto ao desenvolvimento vegetativo, 
biomassa e conteúdo de clorofila. O aumento da salinidade promoveu a redução significativa 
no comprimento da raiz e na biomassa total, especialmente em concentrações superiores a 150 
mM, com inibição completa do desenvolvimento radicular e foliar em alguns tratamentos. Em 
contrapartida, a massa fresca do caule apresentou aumento em concentrações salinas elevadas, 
mas não houve diferença estatística entre os acessos e entre os tratamentos. Em maiores 
concentrações de NaCl (200 e 250 mM), não foi possível realizar a quantificação de clorofilas 
em função da ausência de folhas. Observou-se que ambos os acessos são sensíveis ao estresse 
salino, embora o Vitrine tenha apresentado maior tolerância em concentrações moderadas. A 
triagem inicial de tolerância à salinidade em Gliricidia sepium in vitro se mostrou eficiente, 
contribuindo para programas de melhoramento genético.  
  
Palavras-chave: Gliricidia sepium; salinidade; clorofila; groundeye.  
  
ABSTRACT  
  
Salinity is the abiotic stress which compromises the growth and development of plant species 
the most. It negatively affects important physiological and biochemical processes. This study 
aimed to evaluate the phytotechnical and physiological responses of two Gliricidia sepium 
accessions (Dores and Vitrine) grown in vitro under different NaCl concentrations (0, 100, 150, 
200, and 250 mM). Microcuttings were grown in a WPM culture medium and evaluated for 
vegetative development, biomass, and chlorophyll content. Increasing salinity led to a 
significant reduction in root length and total biomass, especially at concentrations above 150 
mM, with complete inhibition of root and leaf development in some treatments. In contrast, 
stem fresh weight increased at high saline concentrations, but there was no statistical difference 
between different accessions or treatments. At higher NaCl concentrations (200 and 250 mM), 
quantifying chlorophyll was not possible due to the absence of leaves. Both accessions were 
found to be sensitive to salt stress, although Vitrine showed greater tolerance at moderate 
concentrations. Initial in vitro salinity tolerance screening in Gliricidia sepium proved efficient, 
contributing to genetic improvement programs. 
  
Key-words: Gliricidia sepium; salinity; chlorophyll; groundeye.  
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4.1. Introdução   
 

O estresse abiótico é um estímulo que impacta negativamente o desenvolvimento das 
plantas e está ligado à sua capacidade de lidar com condições adversas no ambiente, 
desencadeando alterações e respostas em todos os níveis funcionais do organismo vegetal 
(LARCHER, 2000; ZHANG et al., 2019).  

A salinidade é um dos estresses abióticos que mais afeta a produtividade agrícola, uma 
vez que limita a absorção de água pelas plantas e modifica o potencial osmótico, causando 
desequilíbrio no balanço hídrico, prejudicando diretamente a absorção e o metabolismo de 
nutrientes (SOUZA et al., 2019; SOUSA et al., 2021). Cerca de um bilhão de hectares de solo 
em todo o mundo são impactados pela salinidade excessiva (FAO, 2021).  

A salinização do solo afeta processos fisiológicos essenciais para as plantas, induz o 
fechamento estomático, diminui a taxa de transpiração, reduz a concentração interna de CO2 e 
compromete a eficiência fotossintética (SÁ et al., 2018). Dessa forma, a identificação de 
genótipos tolerantes à salinidade é fundamental para o desenvolvimento de sistemas agrícolas 
sustentáveis em solos afetados por sais (FLOWERS et al., 2015).  

A avaliação da capacidade das plantas em suportar níveis elevados de sais pode ser 
realizada ao observar a taxa de germinação das sementes em um substrato salino. A diminuição 
na taxa de germinação em relação ao controle funciona como um indicador do grau de tolerância 
da espécie à salinidade (OLIVEIRA et al., 2007).  

Em condições de cultivo in vitro, é viável simular esses estresses para avaliar o 
comportamento, a morfologia e a fisiologia das plantas, empregando agentes osmóticos como 
o cloreto de sódio, por exemplo (ORTIZ-HÉRNANDEZ, 2012; PEREIRA et al., 2014). Essa 
ferramenta pode ser aplicada para selecionar plantas com maior resistência a estresses abióticos 
como a salinidade e o déficit hídrico. Trata-se de uma abordagem econômica em espaço e ágil 
em resultados (BARROSO et al., 2003; MALAJOVICH, 2016).   

A gliricídia (Gliricidia sepium), pertencente à família Fabaceae (ANG et al., 2019), é 
uma árvore multifuncional, de crescimento rápido e altamente produtiva, capaz de dispersar 
sementes a distâncias de até 40 metros da planta-mãe, por meio da abertura explosiva de suas 
vagens (PARK et al., 2018). Essa espécie realiza a ciclagem de nutrientes, aumentando o teor 
de matéria orgânica do solo e possui sistema radicular bem desenvolvido, o que lhe confere 
tolerância à seca. O uso dessa leguminosa também contribui para a fixação de nitrogênio 
(KABA et al., 2019). Pode ser propagada por meio de sementes ou estacas (RANGEL et al., 
2011). 

Apesar da sua ampla utilização agronômica, informações sobre as respostas fisiológicas 
e fitotécnicas dessa espécie à salinidade in vitro ainda são limitadas. Portanto, é importante 
identificar quais são as estratégias adotadas pelas espécies que são capazes de prosperar em 
ambientes adversos com alto teor de sais. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas da 
Gliricidia sepium ao estresse salino em condições de cultivo in vitro.  

  
4.2. Material e Métodos  

  
4.2.1. Material vegetal e condução dos experimentos  

O estudo foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas (LCTP) da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no município de Aracaju, Sergipe. O material vegetal 
utilizado foi coletado de dois acessos (1- Dores e 2- Vitrine) do Banco Ativo de Germoplasma 
da Embrapa, localizado no campo experimental Jorge Sobral, da Embrapa, no município de 
Nossa Senhora das Dores, Sergipe.   

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema 
fatorial 2 x 5 (2 acessos e 5 concentrações de NaCl), com três repetições para cada tratamento. 
Cada unidade experimental correspondeu a uma microestaca cultivada em tubo de ensaio.  
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Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA). O efeito das 
concentrações de NaCl foi avaliado por meio de análise de regressão, enquanto as diferenças 
entre os acessos foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Foi realizado o teste de 
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade e o teste de Bartlett para homogeneidade dos dados. 
O software estatístico Sisvar versão 5.7 foi utilizado para todas as análises (FERREIRA, 2014).  
  
4.2.2. Condições de cultivo  

As sementes foram submetidas à assepsia inicial utilizando água corrente e sabão neutro 
(fora da câmara de fluxo laminar). Posteriormente, dentro da câmara de fluxo laminar, as 
sementes foram imersas em álcool 70% durante 1 min, hipoclorito de sódio (NaOCl) 1% sob 
agitação por 20 min e três lavagens sucessivas em água destilada e esterilizada.  

 A inoculação das sementes foi realizada em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio 
WPM e suplementado com 30 g/L de sacarose para a obtenção das plântulas. Após 60 dias, 
foram excisadas microestacas dessas plântulas para inoculação em tubos de ensaio contendo o 
meio de cultura WPM (Sigma-Aldrich), suplementado com 20 g/L de sacarose e concentrações 
de NaCl (0, 100, 150, 200 e 250 mM) para o ensaio de estresse salino.   

Os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 ± 1 e foram gelificados com Phytagel 
e autoclavados a 121 ºC e 1,0 atm por 15 min.   

Sob condições controladas, as microestacas foram mantidas a 25 ± 2 °C, fotoperíodo de 
12 horas, umidade relativa do ar média em torno de 70% e intensidade luminosa de 60 µmol m-

2 s-1.  
  
4.2.3. Morfometria  

Para a análise morfométrica, aos 45 dias, as microestacas foram cuidadosamente 
retiradas dos meios de cultivo e posicionadas na bandeja do equipamento Groundeye®, um 
sistema de análise de morfologia externa que possui uma câmera de alta resolução conectada a 
um computador. Esse sistema permite a visualização e avaliação em tempo real por meio de um 
software específico de análise de imagens. A avaliação do comprimento das plântulas foi 
realizada automaticamente, que também mediu, em centímetros, a média da largura da parte 
aérea e o tamanho da raiz primária. Os dados obtidos foram submetidos à análise estatística.   
  
4.2.4. Biomassa  

 Aos 45 dias, as microestacas foram retiradas dos meios de cultivo, limpas com papel 
absorvente e levadas para quantificação da massa fresca (MF) em balança analítica. As massas 
obtidas foram registradas (em gramas) e submetidas à análise estatística posterior. Em seguida, 
foram acondicionadas em sacos de papel e levadas à estufa a uma temperatura de 60 ± 5 ºC. A 
cada 24 horas, foram feitas avaliações a fim de se observar a estabilização do peso das massas 
em balança analítica, para que fosse possível a determinação das respectivas massas secas (MS). 
As massas obtidas foram registradas (em gramas) e submetidas à análise estatística.  
  
4.2.5. Estimativa do conteúdo de clorofila  

O conteúdo de clorofila foi medido através de um clorofilômetro portátil da marca 
comercial ClorofiLOG®, modelo CFL 1030 da FALKER Automação Agrícola, que utiliza o 
Índice de Clorofila Falker para expressar os resultados. A leitura das clorofilas a e b foi realizada 
em seis folhas totalmente abertas de cada microestaca avaliada.  

 

4.3. Resultados e Discussão 

  
4.3.1. Morfometria  

O aumento da salinidade do meio afetou significativamente o crescimento in vitro das 
microestacas de gliricídia (Figura 1). As concentrações de NaCl apresentaram um efeito 
significativo para as variáveis analisadas, indicando que a salinidade influencia fortemente o 



17 

crescimento das plantas. Sais em concentrações elevadas são um fator de estresse para as 
plantas, visto que a água é retida osmoticamente em solução salina, dessa forma, ficando cada 
vez menos disponível (MUNNS, 2002). Estudos indicam que a redução no crescimento vegetal 
pode apresentar uma resposta adaptativa das espécies frente a condições adversas, uma vez que, 
sob estresse salino, é possível observar que as plantas priorizam a conservação de energia 
metabólica antes de ativar mecanismos de defesa completos, visando prevenir danos celulares 
irreversíveis (JALEEL et al., 2007).  

  

 
Figura 1. Comprimento total de microestacas de gliricídia sobre estresse salino in vitro.                       

Dores; • Vitrine. 
 

Houve redução do crescimento das microestacas sob estresse. A salinidade afetou 
significativamente o desenvolvimento das folhas e o comprimento das raízes (Figura 2). A 
disrupção na homeostase do potencial de água e o desbalanço iônico na interface solo-planta 
provocam a inibição do crescimento em plantas que se desenvolvem sob salinidade, de maneira 
que concentrações crescentes de NaCl tornam a água e os nutrientes cada vez menos disponíveis 
para a planta, podendo promover a toxicidade no vegetal em condições mais drásticas 
(CORDEIRO, 2001; ZHU, 2001; MELO et al., 2014).  
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Figura 2. Efeito do NaCl no desenvolvimento de microestacas in vitro de dois acessos de 
gliricídia. A – Acesso Dores   B – Acesso Vitrine 
 

O NaCl no meio de cultivo promoveu uma redução no comprimento da raiz primária 
com o aumento de suas concentrações. O acesso Dores apresentou maior média na ausência de 
sal (7,81 cm), diminuindo nas concentrações de 100 e 150 mM e tendo seu desenvolvimento 
completamente inibido a partir de 200 mM (Tabela 1). Apesar do acesso Vitrine apresentar 
tolerância nas concentrações menores, também houve inibição completa do desenvolvimento 
radicular a partir de 150 mM. Para a variável comprimento da parte aérea observou-se uma 
variabilidade em resposta à salinidade, onde o acesso Dores manteve valores estáveis para todos 
os tratamentos e, em contrapartida, o acesso Vitrine aumentou progressivamente com os níveis 
de NaCl no meio. A parte aérea é a mais sensível em condições de salinidade (FAGERIA, 
2010). Em culturas como arroz e trigo, o comprimento radicular, o desenvolvimento da parte 
aérea e a produção da biomassa vegetal são parâmetros eficazes para avaliar a tolerância ao 
estresse salino (ALI et al., 2014; GHOLIZADEH et al., 2014).    
 
 
Tabela 1. Médias do comprimento da raiz e comprimento da parte aérea de microestacas de 
acessos de gliricídia aos 45 dias de cultivo in vitro em concentrações crescentes de NaCl. 

Acessos   NaCl (mM)   
0 100 150 200 250 

Comprimento da raiz primária(cm) 
Dores 
Vitrine 

7,81A 2,26B 2,30 - - 
4,90B 4,24B   - - - 

Comprimento da parte aérea (cm) 
Dores 
Vitrine 

0,43A 0,38A 0,40A 0,57A 0,52A 
0,28A 0,27A 0,34A 0,40A 0,46A 

Médias seguidas de mesma letra maiúsculas na coluna não diferem pelo teste de Tukey a 0,05%. 
 
Houve redução linear no comprimento da raiz primária para ambos os acessos à medida 

que a concentração salina aumentou (Figura 3). Observa-se que o nível de NaCl está explicando 
89% da variação observada no comprimento da raiz primária do acesso Dores e 78% da 
variação para o acesso Vitrine. A redução no comprimento da raiz pode ser explicada pela 
inibição da expansão das células no tecido em crescimento e da divisão celular, ocasionados 
pela salinidade do meio (FORNER-GINER et al., 2011).  
 

(B) 
1cm 
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Figura 3. Comprimento da raiz primária de microestacas de dois acessos de gliricídia sobre 

estresse salino in vitro.   • Dores;  Vitrine. 
 
4.3.2. Biomassa 

O aumento da concentração de NaCl no meio de cultura ocasionou uma redução 
progressiva da biomassa das folhas e raízes, tanto para a massa fresca quanto para massa seca, 
nos dois acessos. Observou-se que as concentrações elevadas do NaCl afetaram o 
desenvolvimento das folhas e raízes principalmente de 150, 200 e 250 mM, em que os valores 
da biomassa das folhas e raízes são zero ou muito próximos de zero para o acesso Dores. O 
acesso Vitrine apresentou uma baixa biomassa na concentração 250 mM, podendo representar 
indícios de maior tolerância quando comparado ao acesso Dores (Tabela 2). Além disso, 
observa-se que este apresentou um melhor desenvolvimento inicial em condições sem 
salinidade, com valores de biomassa superiores ao acesso Dores, que demonstrou maior 
sensibilidade já em 150 mM, com uma diminuição drástica na biomassa da raiz (Tabela 1). O 
estresse leva ao fechamento estomático, resultando em menor uso de água, redução na 
assimilação de CO2 e menor acúmulo de biomassa (LEITE et al., 2017). 
 
Tabela 2. Médias da massa fresca e seca de folhas e raízes de microestacas de dois acessos de 
gliricídia.  

NaCl (mM)   Acessos   
 Dores  Vitrine  

              Massa Fresca (g) 
                                 Folha                Raiz              Folha                Raiz 

0 
100 
150 
200 
250 

0,1751 
0,6333 
0,2759 

        - 
        - 

0,0427 
0,0531 
0,0021 

        - 
        - 

0,3209 
0,2560 
0,1985 
0,0529 
0,0165 

0,0379 
0,0089 

        - 
        - 
        - 

 

            Massa Seca (g) 
                                 Folha               Raiz                Folha               Raiz 

0 
100 
150 
200 
250 

0,0373 
0,0559 
0,0238 

         - 
              - 

0,0086 
0,0132 
0,0013 

              - 
              - 

0,0631 
0,0263 
0,0127 
0,0090 
0,0022 

0,0117 
0,0031 

          - 
          - 
          - 

 

(-) Material não desenvolveu. 

• y = -0,0314x + 6,8662
R² = 0,8928

y = -0,0231x + 5,0654
R² = 0,7827
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As microestacas tiveram seu desenvolvimento comprometido nas concentrações mais 

elevadas de NaCl. O acesso Dores apresentou algumas brotações verdes, com a presença de 
folhas e manchas marrons. Já o acesso Vitrine apresentou coloração mais escura, devido à 
oxidação, com menos brotações aparentes e mais comprometido (Figura 4). Essa redução do 
crescimento pode estar associada a alterações na divisão e expansão celular que provocam o 
acúmulo de sais na parede da célula, reduzem o turgor e, consequentemente, o desenvolvimento 
da parte aérea e da raiz (TAIZ & ZEIGER, 2013). 
 

  
Figura 4. Microestacas de gliricídia aos 45 dias de cultivo sob 250 mM de NaCl.  
A – Acesso Dores   B – Acesso Vitrine 
 

Para a variável massa fresca do caule não houve diferença estatisticamente significativa 
entre os acessos, com valores de massa fresca entre 0,2567 (controle) e 0,4680 (250 mM) para 
o acesso Dores e 0,2162 (controle) e 0,4050 (250 mM) para o acesso Vitrine. A massa fresca 
variou conforme a salinidade e os dois acessos comportaram-se de maneira similar. Esse 
resultado pode indicar tolerância sob salinidade moderada/alta. Estudos realizados por 
Mehmood et al. (2021) demonstraram que o aumento da salinidade afeta negativamente 
diversos aspectos do trigo, como o rendimento de grãos, a altura da planta e o conteúdo relativo 
de água nos tecidos. O incremento na biomassa do sistema radicular e/ou da parte aérea pode 
contribuir para a regulação da absorção de sódio (Na⁺) pelo xilema, reduzindo seu transporte 
para o caule, excluindo e bloqueando a absorção de íons tóxicos durante esse processo (YUAN 
et al., 2019; FLOWERS & COLMER, 2015; ROY & CHAKRABORTY, 2015). 

As concentrações de NaCl apresentaram efeito significativo sobre a massa seca (p= 
0,0148) do caule, afetando a biomassa. A interação entre acesso e concentração NaCl não foi 
significativa, ou seja, o efeito da salinidade independe do acesso estudado. Entre os dois acessos 
testados não houve diferença significativa na massa seca e dentro de cada concentração de 
NaCl, ou seja, ambos responderam de maneira semelhante ao estresse salino. As produções de 
massa seca dos caules apresentaram modelos de resposta linear para o acesso Dores, com 
aumento nos valores dessa variável quando se aumentam as concentrações de NaCl no meio, o 
que pode indicar um mecanismo de tolerância dessa espécie à salinidade (Figura 5). Esse 
resultado foi contrário ao que já foi observado por Delgado et al. (1994), Tejera et al. (2006) e 
Taïbi et al. (2012) em estudos com leguminosas de grãos, como Phaseolus vulgaris, que 

(A) (B) 

1cm 
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demonstraram o efeito inibitório da salinidade no crescimento vegetativo e acúmulo de 
biomassa. 

 
  

 
Figura 5. Massa seca do caule de microestacas de gliricídia do acesso Dores sob estresse salino 
in vitro. 
 
4.3.3. Quantificação Clorofila a e b nas folhas 

As concentrações mais elevadas de NaCl 200 e 250 mM para o acesso Dores e 150, 200 
e 250 mM para o acesso Vitrine promoveram efeito negativo/deletério no desenvolvimento das 
folhas, impossibilitando a quantificação de clorofila a e b, pela ausência destas. Apesar de haver 
um declínio nos teores de clorofila com o aumento da salinidade no meio, o acesso Vitrine foi 
o que apresentou maiores teores de clorofila a e b (Tabela 3). Esse declínio em plantas sob 
estresse salino é amplamente conhecido como um marcador fisiológico de estresse oxidativo 
(SMIRNOFF, 1996). 

A elevação da salinidade pode ocasionar uma redução significativa do potencial osmótico 
do meio de cultivo, o que reduz ou impede a absorção de água pela planta (MARTINS, 2012). 
Ainda, para manter a absorção de água e reduzir a transpiração, as plantas são capazes de reduzir 
o número e a área foliar. Flowers et al. (2015) demonstraram que a viabilidade da maioria das 
espécies benéficas é significativamente comprometida em concentrações elevadas (>200 mM) 
de NaCl.  
 
Tabela 3. Médias da quantificação de clorofila a e b em folhas de microestacas de dois acessos 
de gliricídia.  

Acessos   NaCl (mM)   
0 100 150 200 250 

Clorofila a 
Dores 
Vitrine 

23,4833Aa 18,7000Ba 16,8666Ca     -     - 
30,3500Ba 30,2666Ca 19,2333Cb     -     - 

Clorofila b 
Dores 
Vitrine 

2,7666Aa 1,8500Aa 1,5000Aa     -     - 
3,1333Aa 1,7833Aa 2,0000Aa     -     - 

Médias seguidas de mesma letra minúsculas na linha e maiúsculas na coluna não diferem pelo 
teste de Tukey a 0,05%. 
 

y = 0,0001x + 0,0253
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Estes resultados corroboram estudos anteriores realizados com Phaseolus vulgaris 
(TURAN et al., 2007) e Vigna subterrânea (TAFFOUO et al., 2010) que demonstraram 
reduções significativas nos teores de clorofila a e b sob condições de estresse salino. Os 
resultados obtidos com os acessos de G. sepium cultivados sob diferentes concentrações de 
NaCl obtidos in vitro têm implicações práticas relevantes para a aplicação agropecuária. 
Considerando a expansão de áreas agrícolas em regiões afetadas por salinização secundária, 
intensificada por práticas de irrigação inadequadas, espécies com potencial forrageiro, 
fixadoras de nitrogênio e com rápido crescimento, como a gliricídia, são alternativas relevantes 
para uso em consórcios agroflorestais e na recuperação de áreas degradadas. A identificação de 
acessos com maior tolerância a salinidade pode, portanto, subsidiar estratégias de uso 
sustentável dessa espécie em ambientes degradados, contribuindo para a produção agrícola, 
conservação de solos e aplicação de recursos genéticos vegetais em cenários de mudança 
climática. 
 
4.4. Conclusões  
 

A salinidade impacta negativamente o desenvolvimento de Gliricidia sepium cultivada 
in vitro, com prejuízos morfofisiológicos em ambos os acessos avaliados. 

As respostas foram mais severas a partir de 150 mM de NaCl. 
Os resultados fornecem subsídios para programas de melhoramento genético de G. 

sepium. 
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5. ARTIGO 2 
ACÚMULO DE PROLINA EM ACESSOS DE GLIRICÍDIA CULTIVADOS SOB 
ESTRESSE SALINO IN VITRO  
 
 
RESUMO  
 
Este estudo teve como objetivo avaliar o acúmulo de prolina em folhas e caules de microestacas 
de dois acessos (Dores e Vitrine) de Gliricidia sepium cultivados in vitro sob estresse salino. 
As microestacas oriundas de plântulas cultivadas in vitro foram transferidas para meio WPM 
com diferentes concentrações de NaCl (0, 100, 150, 200, 250 mM) + o controle e foram 
mantidas em condições controladas de cultivo. A prolina foi quantificada aos 60 dias em folhas 
e caules por meio do método de Bates et al. (1973). Os resultados mostraram respostas distintas 
entre os acessos. Observou-se um aumento significativo de prolina nas folhas do acesso Dores 
na presença de 100 mM de NaCl, enquanto nas concentrações superiores, houve inibição do 
desenvolvimento foliar. No acesso Vitrine houve maior concentração de prolina no controle e 
com redução sob condições de salinidade. Ambos os acessos apresentaram correlação linear 
positiva entre a concentração de NaCl e o acúmulo de prolina no caule, indicando que houve 
uma preferência no mecanismo de proteção osmótica. Conclui-se que o acesso Dores apresenta 
maior capacidade de ajuste osmótico sob estresse moderado, enquanto o acesso Vitrine 
apresentou menor tolerância. A prolina é um marcador bioquímico eficaz para ser quantificada 
em estudos preliminares de seleção in vitro. Estes resultados apontam a importância da cultura 
de tecidos como aliada nos estudos de avaliação precoce de respostas a estresses abióticos.  
 
Palavras-chave: Gliricidia sepium, estresse abiótico, osmoproteção, leguminosas, cultura de 
tecidos. 
 
ABSTRACT 
 
This study aimed to evaluate the accumulation of proline in leaves and stems of microcuttings 
of two accessions (Dores and Vitrine) of Gliricidia sepium, grown in vitro under salt stress. The 
microcuttings from in vitro-grown seedlings were transferred to a WPM medium with different 
NaCl concentrations (0, 100, 150, 200, and 250 mM) plus the control, maintained under 
controlled culture conditions. Proline was quantified at 60 days in leaves and stems using the 
Bates et al. (1973) method. The results showed distinct responses among the accessions. A 
significant increase in proline was observed in the leaves of the Dores accession in the presence 
of 100 mM NaCl, while at higher concentrations there was inhibition of leaf development. In 
the Vitrine accession, there was a higher proline concentration in the control and a reduction 
under salinity conditions. Both accessions showed a positive linear correlation between NaCl 
concentration and proline accumulation in the stem, indicating a preference for the osmotic 
protection mechanism. We conclude that the Dores accession has a greater capacity for osmotic 
adjustment under moderate stress, while the Vitrine accession showed less tolerance. Proline is 
an effective biochemical marker for quantification in preliminary in vitro selection studies. 
These results highlight the importance of tissue culture as a tool in studies evaluating early 
responses to abiotic stresses. 
 
Key-words: Gliricidia sepium, abiotic stress, osmoprotection, legumes, tissue culture. 
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5.1. Introdução 
 

Solos salinizados são limitantes para a agricultura, especialmente em regiões áridas e 
semiáridas, em áreas onde a irrigação é realizada por águas subterrâneas, pois estas apresentam 
maiores concentrações de sais dissolvidos (DASGAN et al., 2002; CASTRO; SANTOS, 2020). 
A salinidade impacta aproximadamente 1,4 bilhão de hectares de terra em todo o mundo – o 
que equivale a mais de 10% da superfície terrestre global. Além disso, cerca de um bilhão de 
hectares adicionais estão sob ameaça devido aos efeitos da crise climática (FAO, 2024). Esse 
processo de degradação do solo também é causado, predominantemente, por práticas agrícolas 
inadequadas, como irrigação com água de baixa qualidade e drenagem ineficiente (CORWIN, 
2021).    

A salinidade desencadeia uma série de distúrbios bioquímicos e fisiológicos nas plantas, 
caracterizados pelo desequilíbrio osmótico e iônico. À medida que os sais se acumulam no solo, 
as plantas enfrentam dificuldade em absorver água, levando ao déficit hídrico celular. Aliado a 
isso, a entrada excessiva de sódio (Na+) e cloro (Cl-) desregula a homeostase iônica, 
prejudicando processos fisiológicos essenciais como a fotossíntese, com redução no 
crescimento desde a germinação até o desenvolvimento vegetativo (MUCHATE et al., 2016).   

Plantas que são submetidas a estresse salino tendem a produzir intensivamente 
compostos osmoprotetores, que são altamente solúveis e não tóxicos em altas concentrações. 
Estes solutos são fundamentais para a manutenção do turgor celular e sua principal ação 
consiste em regular o equilíbrio osmótico (NAHAR et al., 2016).   

A prolina é um dos osmoprotetores mais comuns e estudados por agir diretamente na 
capacidade de sobrevivência das plantas estressadas (GHOSH et al., 2022). O conteúdo de 
prolina pode aumentar em até 100 vezes em plantas sob estresse, quando em comparação com 
plantas cultivadas em condições normais (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008). Dentre as 
diversas funções da prolina, destaca-se a manutenção do turgor celular, funcionando como 
molécula de sinalização e fonte de nitrogênio e carbono (KAVI KISHOR; SREENIVASULU, 
2014; BOUTHOUR et al., 2015; FREITAS et al., 2018; AGHDAM et al., 2019).  

Estudos demonstraram que o acúmulo de prolina em muitas espécies tem forte 
correlação com a tolerância ao estresse, onde as plantas tolerantes à salinidade apresentam 
concentrações superiores do aminoácido (FOUGÈRE et al., 1991; PETRUSA; WINICOV, 
1997).  

A técnica da cultura de tecidos de plantas, uma ferramenta biotecnológica, pode ser 
aplicada para estudar e fazer triagem de genótipos com maior resistência a estresses abióticos 
como a salinidade. Essa técnica requer menos espaço físico e proporciona resultados em um 
período relativamente curto (ARAB et al., 2018).   

A gliricídia (Gliricidia sepium) é uma leguminosa arbustiva de crescimento rápido e com 
raízes profundas, conferindo-lhe resistência à seca. Pertence à família Fabaceae, a mais 
diversificada e ecologicamente importante entre as angiospermas, desempenhando papel 
crucial em ecossistemas (EDVAN et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). Essa espécie possui 
uma diversidade de aplicações, como adubação verde, alimentação animal, reflorestamento e 
formação de cercas vivas. Sua capacidade de fixação biológica de nitrogênio e adaptação a 
condições edafoclimáticas adversas contribui para o seu valor agro e socioeconômico 
(GRYGIER et al., 2022).  

Considerando a adaptação que essa espécie apresenta frente a condições adversas, 
objetivou-se neste estudo quantificar a prolina presente em folhas e caule de microestacas 
cultivadas in vitro sob estresse salino.  

 

5.2. Material e Métodos 
 

5.2.1. Material vegetal e condições de cultivo 
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Este estudo foi realizado nos laboratórios de Cultura de Tecidos de Plantas e 
Ecofisiologia Vegetal da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada em Aracaju – Sergipe.   

As sementes de gliricídia (Gliricidia sepium) de dois acessos (1- Dores e 2- Vitrine) 
utilizadas neste estudo foram submetidas à assepsia fora da câmara de fluxo laminar, onde 
foram higienizadas com água corrente e sabão neutro e, posteriormente, foram submetidas à 
assepsia em câmara de fluxo laminar, com a imersão das sementes em álcool 70% durante 1 
min, hipoclorito de sódio (NaClO) 1% sob agitação por 20 min e três lavagens sucessivas em 
água destilada e esterilizada.  

As sementes foram inicialmente inoculadas em tubos de ensaio com 15 mL de meio 
WPM suplementado com 30 g/L de sacarose para germinação e obtenção das plântulas. Após 
60 dias de cultivo, foram obtidas microestacas de aproximadamente 2 cm de comprimento e 
transferidas para novos recipientes contendo meio WPM suplementado com 20 g/L de sacarose 
em diferentes concentrações de NaCl (0, 100, 150, 200 e 250 mM). 

Todos os meios de cultura tiveram seu pH ajustado para 5,8 ± 1, gelificados com 
Phytagel e esterilizados em autoclave a 121 ºC e 1,0 atm por 15 min.  

As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 ºC ± 2 °C, 
fotoperíodo de 12 horas, umidade relativa do ar em torno de 70% e intensidade luminosa de 60 
µmol m-2 s-1. 
 
5.2.2. Determinação do teor de prolina 

O teor de prolina das folhas e caule foi determinado de acordo com a metodologia de 
Bates et al. (1973). Aos 60 dias, um grama de cada tecido foliar e caulinar foi macerado em 
almofariz com 10 mL de solução de ácido 5-sulfosalicílico a 3%. O material macerado foi então 
transferido para tubos e centrifugados a 5.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, 1 mL da 
solução do sobrenadante foi misturada com volumes iguais de ácido acético glacial e reagente 
de Ninidrina (1,25 mg de Ninidrina em 30 mL de ácido acético glacial e 20 mL de H3PO4 a 6 
M). A mistura foi incubada a 100 °C por 1 h. Após a incubação, essa reação foi paralisada em 
banho de gelo. Posteriormente, adicionou-se 2 mL de tolueno à solução, que foi agitada e 
deixada em repouso até a separação das fases. A fase colorida foi lida em um espectrofotômetro 
(Thermo Scientific, Genesys 10S UV – VIS) a 520 nm, utilizando L-prolina como padrão e 
tolueno como branco de referência.  
 
5.2.3. Delineamento experimental e análises estatísticas 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, seguindo um esquema 
fatorial composto por 2 acessos x 5 concentrações de NaCl, com três repetições por tratamento. 
Cada unidade experimental foi representada por uma microestaca por tubo de ensaio.  

Todos os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA). Para a 
avaliação dos efeitos do NaCl, utilizou-se o teste de regressão, enquanto a comparação entre os 
acessos foi realizada por meio do teste de Tukey, adotando um nível de significância de 5%. 
Todas as análises estatísticas foram processadas no software Sisvar versão 5.7 (FERREIRA, 
2014).  
  
5.3. Resultados e Discussão 

 
5.3.1. Quantificação de prolina nas folhas 

A manutenção do crescimento e do potencial produtivo de plantas em condições 
adversas são parâmetros relevantes para a identificação e seleção de cultivares com maior 
tolerância (SINGH et al., 2020). No estudo em questão, a determinação da tolerância dos 
acessos de gliricídia à salinidade foi feita com base nos teores de prolina expressos. Para os 
acessos Dores e Vitrine, observou-se um aumento significativo de prolina a partir do controle 
até a concentração de 100 mM de NaCl. Houve um efeito negativo/deletério da salinidade nas 
microestacas, impossibilitando o desenvolvimento foliar na presença de 200 e 250 mM de NaCl 



29 

(Tabela 1). A toxicidade provocada pelo excesso de sais, assim como outros estresses 
ambientais, afeta negativamente a morfologia e a fisiologia vegetal, comprometendo seu 
desenvolvimento e funcionalidade (KHAN et al., 2020).  

O acesso Vitrine apresentou maior teor de prolina na ausência de sal, reduzindo esse 
valor na concentração de 100 mM e com ausência de folhas, também em concentrações 
superiores. O efeito sobre o desenvolvimento foliar devido às concentrações altas de sal 
presentes no meio de cultura é devido ao desequilíbrio osmótico (GOMES et al., 2019). Esses 
resultados estão de acordo com os obtidos por Souza et al. (2015), que verificaram menor 
número de folhas em goiabeiras in vitro sob salinidade elevada. Os autores associaram a queda 
foliar a um mecanismo de adaptação ao estresse, em que a planta reduz a transpiração para 
reduzir a perda de água.   
 
Tabela 1. Médias do teor de prolina em folhas de microestacas de dois acessos de gliricídia.   

Acessos       NaCl (mM)    
     0    100  150  200  250 

Teor de prolina (μM/g) 
Dores 
Vitrine 

1,2433Aa 8,7530Bb 0,8600Cc    -    - 
1,6886Bb 1,1883Cc       -    -    - 

Médias seguidas de mesma letra minúsculas na linha e maiúsculas na coluna não diferem pelo 
teste de Tukey a 0,05%. 

 
A ausência de folhas na presença de concentrações elevadas de NaCl limitou a análise 

de regressão. Entretanto, observa-se que o acesso Dores acumulou maior valor numérico de 
prolina sob estresse moderado (100 mM), apresentando possível resposta adaptativa inicial, ou 
seja, demonstrou melhor capacidade de ajuste osmótico sob estresse salino leve, enquanto o 
acesso Vitrine é menos tolerante. Os compostos osmoprotetores atuam na regulação da 
homeostase redox, facilitando a desintoxicação das espécies reativas de oxigênio (ROS), que 
se acumulam excessivamente em plantas sob condições de estresse (SEMIDA et al., 2021). 

 
5.3.2. Quantificação de prolina no caule 

O maior acúmulo de prolina foi detectado no caule em comparação com as folhas (Tabela 
1). Nos resultados obtidos por Santos et al. (2011), folhas de microestacas de mangabeira 
também acumularam prolina em quantidades inferiores em comparação aos segmentos 
caulinares.   

Aos 60 dias, ambos os acessos apresentaram respostas semelhantes. Houve um 
incremento nos teores de prolina em função do aumento da concentração de NaCl no meio de 
cultura (Figura 1), com resposta linear positiva, ou seja, o aumento do NaCl no meio de cultura 
promoveu maior acúmulo de prolina no caule das microestacas (Figura 2). O estresse salino 
induz a superprodução desse aminoácido nas plantas (GUAN et al., 2020; LOZANO-
MONTAÑA et al., 2021). 

A prolina atua como um importante osmorregulador, ajudando a manter o equilíbrio 
osmótico das células sob condições de estresse salino. Além disso, ela auxilia na neutralização 
dos efeitos prejudiciais das espécies reativas de oxigênio (EROS), reduzindo o dano oxidativo. 
Dessa forma, plantas que acumulam uma maior quantidade de prolina geralmente apresentam 
maior resistência à salinidade (AKBARI et al., 2018).  

A variação do teor de prolina em diferentes concentrações de NaCl (0, 100, 150, 200 e 
250 mM) ficou evidente na Figura 1, onde por meio de uma escala de cor rosa foi possível 
observar o acúmulo progressivo (maior intensidade indica maior concentração de prolina). O 
método utilizado para quantificar a prolina baseia-se na reação com ninidrina, reagente 
responsável por formar um complexo rosa/vermelho-amarelado na presença desse aminoácido, 
com absorbância máxima em ~520 nm (BATES et al., 1973). Esse aumento da prolina em 
concentrações elevadas de NaCl indica que o caule está ativando mecanismos de tolerância ao 
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sal. Esses resultados confirmam que a variação nos teores de prolina está diretamente 
relacionada à capacidade adaptativa das plantas às condições de salinidade. Há evidências em 
espécies como a Simmondsia chinensis (jojoba), em que o acúmulo de prolina livre funcionou 
como marcador metabólico em condições salinas (FAYEK et al., 2010).

O controle apresentou coloração rosa fraca, confirmando que o acúmulo de prolina é 
maior com a presença de NaCl em concentrações crescentes (Figura 1). Segundo a Lei de Beer-
Lambert, a intensidade do rosa está diretamente relacionada à quantidade de prolina na amostra 
(relação linear entre absorbância e concentração). A salinidade induz a produção da prolina 
como osmólito protetor, mantendo o equilíbrio osmótico e protegendo proteínas e membranas 
celulares (SZABADOS; SAVOURÉ, 2010).

Figura 1. Amostras de sobrenadante oriundas do caule de microestaca de gliricídia sob 
diferentes concentrações de NaCl, onde a intensidade do rosa é diretamente proporcional à 
concentração de prolina na amostra.

O efeito das diferentes concentrações de NaCl foi altamente significativo (p<0,05) no 
acúmulo de prolina no caule das microestacas dos dois acessos, funcionando como uma 
molécula sinalizadora, uma vez que na presença de Na e Cl em excesso na rizosfera, o potencial 
osmótico do meio aumenta, comprometendo a capacidade de absorção de água pelas raízes, 
causando seca fisiológica (DOĞRU; CANAVAR, 2020).

O acúmulo de prolina representa uma das principais respostas metabólicas ao estresse 
em plantas, por ser um marcador fisiológico ativo em condições adversas (HAYAT et al., 2012) 
e, no presente estudo, este fator ficou evidente. Observou-se que o teor de prolina apresentou 
comportamento linear positivo aos 60 dias de cultivo para o acesso Dores, com uma correlação
forte (R²= 0,87), demonstrando um aumento significativo desse aminoácido nas amostras com 
o aumento da concentração de NaCl no meio de cultivo (Figura 2). Esse resultado reforça a 
hipótese de que o estresse salino induz respostas bioquímicas mensuráveis, como o acúmulo 
desse osmólito, em microestacas de gliricídia.

Controle 100 mM 150 mM 200 mM 250 mM
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Figura 2. Teor de prolina no caule de microestacas de gliricídia cultivadas in vitro em função 

das concentrações de NaCl. • Dores; !Vitrine. 
 
          A produção de prolina no caule de microestacas de gliricídia no acesso Vitrine aumentou 
de forma proporcional ao aumento da salinidade do meio. Na análise de regressão, observou-se 
um comportamento linear positivo, onde concentrações crescentes de NaCl na solução 
aumentam significativamente a concentração desse aminoácido em relação à testemunha, sendo 
evidenciado pelo coeficiente de determinação (R²= 0,79). De acordo com essa correlação, 
79,95% da variação observada pode ser atribuída a salinidade, corroborando a ação de 
mecanismos de adaptação bioquímica em condições de estresse (Figura 2). De modo 
semelhante ao que foi observado neste estudo para os dois acessos de gliricídia, pesquisas com 
mandioca (CARDOSO et al., 2019), amaranto (MENEZES et al., 2017) e noni (COVA et al., 
2016) também relataram elevação nos níveis de prolina sob condições salinas. Além de sua 
atuação fisiológica, a prolina apresenta potencial para ser empregada como marcador 
bioquímico auxiliar em programas de seleção de genótipos tolerantes à salinidade, 
especialmente em fases precoces de desenvolvimento ou em triagens in vitro. Sua quantificação 
relativamente simples, associada à estabilidade como indicador em diferentes tecidos, permite 
sua aplicação em protocolos de melhoramento assistido por fenótipos. Para espécies nativas ou 
subutilizadas, como Gliricidia sepium, que apresentam ampla diversidade genética em bancos 
de germoplasma, a utilização da prolina como critério complementar pode otimizar a 
identificação de materiais com maior capacidade adaptativa. Assim, os dados aqui apresentados 
fornecem subsídios importantes para a construção de estratégias de avaliação rápida e de baixo 
custo, com aplicabilidade direta na conservação e uso sustentável da variabilidade genética da 
espécie em ambientes com risco de salinização. 
 
5.4. Conclusões 

A prolina pode ser utilizada como um indicador bioquímico para a seleção de genótipos 
de gliricídia em testes preliminares in vitro.  
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6. ARTIGO 3 
MORFOFISIOLOGIA DE PLÂNTULAS DE Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp 
SUBMETIDAS A ESTRESSE HÍDRICO IN VITRO 
 
 
RESUMO  
 
O estresse hídrico é um dos principais fatores abióticos que afetam o crescimento e o 
desenvolvimento vegetal, sendo particularmente relevante em regiões com escassez de água. 
Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do déficit hídrico induzido por diferentes 
concentrações de PEG 6000 em sementes e plântulas de Gliricidia sepium cultivadas in vitro. 
Foram realizadas análises morfológicas, histológicas e em microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) em folhas e raízes. Os resultados indicaram que o aumento da concentração de PEG 
promoveu redução na porcentagem de germinação de sementes e no desenvolvimento de 
plântulas normais. Alterações estruturais foram observadas nas folhas, incluindo aumento dos 
espaços intercelulares, colapso celular e sinais de lignificação. As raízes apresentaram menor 
diâmetro cortical. Análises ultraestruturais revelaram uma redução na abertura estomática e 
desorganização da epiderme. Adicionalmente, foram observados aglomerados de sais de 
potássio, indicativos da presença de glândulas de sal atuando na eliminação de íons K+ em 
resposta ao estresse hídrico. Essas glândulas desempenham um mecanismo de tolerância à 
salinidade, evitando a toxicidade iônica e o desequilíbrio osmótico interno. Os resultados 
indicam que G. sepium responde ativamente ao estresse hídrico com modificações 
morfofisiológicas características de espécies adaptadas a ambientes áridos, o que pode 
favorecer sua seleção em programas de melhoramento voltados à tolerância à escassez hídrica. 
 
Palavras-chave: Gliricidia sepium, anatomia, morfologia, MEV, estresses abióticos, PEG 
6000. 
 
ABSTRACT 
 
Water stress is one of the main abiotic factors affecting plant growth and development, being 
particularly relevant in regions with water scarcity. This study aimed to evaluate the effects of 
water deficit induced by different concentrations of PEG 6000 on Gliricidia sepium seeds and 
seedlings grown in vitro. Morphological, histological, and scanning electron microscopy (SEM) 
analyses were performed on leaves and roots. The results indicated that increasing PEG 
concentrations led to a reduction in the percentage of seed germination and normal seedling 
development. Structural changes were observed in the leaves, including increased intercellular 
spaces, cell collapse, and signs of lignification. The roots showed a smaller cortical diameter. 
Ultrastructural analyses revealed a reduction in stomatal aperture and disorganization of the 
epidermis. Additionally, clusters of potassium salts were observed, indicative of the presence 
of salt glands acting to eliminate K+ ions in response to water stress. These glands play a role 
in salinity tolerance, preventing ionic toxicity and internal osmotic imbalance. The results 
indicate that G. sepium actively responds to water stress with morphophysiological 
modifications characteristic of species adapted to arid environments, which may favor its 
selection in breeding programs focused on tolerance to water stress. 
 
Key-words: Gliricidia sepium, anatomy, morphology, SEM, abiotic stresses, PEG 6000. 
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6.1. Introdução 
 

A espécie Gliricidia sepium é uma leguminosa que possui alta relevância comercial e 
econômica para regiões tropicais, pelas suas múltiplas funcionalidades de relevância 
agroecológica, podendo ser empregada como cerca viva, para o reflorestamento, como adubo 
verde e para a suplementação animal (RAHMAN et al., 2019). Essa cultura contribui para a 
ciclagem de nutrientes e eleva os teores de matéria orgânica no solo, em sistemas de consórcio 
com gramíneas ou outras culturas. Além disso, possui sistema radicular robusto e promove a 
fixação biológica de nitrogênio (KABA et al., 2019).  

As mudanças climáticas representam uma das maiores ameaças ao desenvolvimento 
sustentável. Dentre os fatores ambientais intensificados pelas mudanças climáticas, que causam 
danos significativos aos processos fisiológicos e metabólicos das plantas, destaca-se o estresse 
hídrico (DU et al., 2020), um dos estresses abióticos mais estudados devido ao seu impacto 
direto na produtividade das culturas (FILIPPOU et al., 2014).   

Nas plantas, déficit hídrico é detectado através das respostas fisiológicas à deficiência 
no abastecimento de água (IHUOMA; MADRAMOOTOO, 2017). A baixa disponibilidade de 
água para as plantas desencadeia alterações na anatomia, fisiologia e bioquímica dos vegetais, 
com graus de impacto distintos entre as espécies, afetando o crescimento e desenvolvimento 
das mesmas através da redução da área foliar (diminuição do crescimento ou senescência), 
redução da taxa fotossintética (fechamento dos estômatos), translocação de fotoassimilados e 
absorção de nutrientes (BERGAMASCHI et al., 2006; SINGH et al., 2015). 

Apesar dos extensos estudos sobre os efeitos do estresse hídrico em plantas, há uma 
carência de informações específicas sobre como esse estresse afeta a morfofisiologia 
de Gliricidia sepium cultivada in vitro. Essa lacuna pode estar relacionada às particularidades 
do cultivo in vitro, que, ao isolar as plantas de condições ambientais naturais, modifica suas 
respostas fisiológicas em comparação com plantas cultivadas in vivo. Diante disso, este estudo 
teve como objetivo avaliar os efeitos do déficit hídrico – induzido por diferentes concentrações 
de PEG 6000 – sobre sementes e plântulas de G. sepium cultivadas in vitro, buscando 
compreender como essa espécie se adapta a condições de escassez hídrica em um sistema 
controlado. 

 
6.2. Material e Métodos 

 
6.2.1. Material vegetal e condições de cultivo 

As análises foram conduzidas no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais da 
Embrapa Tabuleiros Costeiros – Aracaju e no Instituto Tecnológico de Pesquisa – Universidade 
Tiradentes. 

Inicialmente, as sementes de gliricídia (Gliricidia sepium) foram submetidas à assepsia 
fora da câmara de fluxo laminar, onde foram higienizadas com água corrente e sabão neutro e, 
posteriormente, foram levadas para dentro da câmara de fluxo laminar, onde a assepsia foi feita 
com a imersão em álcool 70% durante 1 min, hipoclorito de sódio (NaClO) 1% sob agitação 
por 20 min e três lavagens sucessivas em água destilada e esterilizada. 

A simulação do estresse hídrico foi realizada com a inoculação das sementes em tubos 
de ensaio contendo 15 mL do meio WPM, suplementado com 20 g/L de sacarose e 
concentrações de PEG 6000 (0, 70, 140 e 210 g/L). 

Os meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5,8 ± 1, foram gelificados com Phytagel 
e autoclavados a 121 ºC e 1,0 atm por 15 min.  

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 ºC ± 2 °C, 
fotoperíodo de 12 horas, umidade relativa do ar média em torno de 70% e intensidade luminosa 
de 60 µmol m-2 s-1. 

Aos 40 dias, foram avaliadas a porcentagem de germinação e porcentagem de plântulas 
normais. Todas as plântulas que desenvolveram parte aérea e raiz foram consideradas normais. 
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6.2.2. Análises histológicas 

Após 60 dias de cultivo in vitro, foram retiradas amostras de folhas e raízes provenientes 
dos diferentes tratamentos. Esse material foi fixado em FAA 70% (Formaldeído, ácido acético 
glacial, etanol 70%) por 72 horas, desidratado em série etílica crescente (80%, 90% e 100%) 
em intervalos de 1 hora, pré-infiltrado e infiltrado em solução apropriada (kit de historesina 
Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) e polimerizado em histomoldes. Foi realizada a 
microtomia com o auxílio de um micrótomo semiautomático (modelo YD335) utilizando cortes 
com a espessura de 8 µm que foram corados com azul de toluidina (pH 4.8) e observados em 
microscópio óptico, onde foram realizadas as fotomicrografias obtidas através de câmera digital 
acoplada ao microscópio. 
 
6.2.3. Análises em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Amostras de folhas e de raízes primárias foram retiradas dos tratamentos aos 60 dias de 
cultivo in vitro. O protocolo de fixação seguiu a metodologia proposta por Talbot & White 
(2013). Os tecidos foram fixados inicialmente em metanol 100% por 10 minutos e, em seguida, 
transferidos para etanol absoluto por 30 minutos. Essas amostras foram secas por ponto crítico 
utilizando o equipamento Tousimis Samdri – 795. Posteriormente, foram montadas em 
cilindros porta-amostra com fita dupla face, colocadas no equipamento Denton Vacuum Desk 
V para metalização com uma camada de ouro e, por fim, levadas para avaliação no microscópio 
eletrônico de varredura (MEV) JEOL JSM – IT200. 
 
6.2.4. Delineamento experimental e análises estatísticas 

O desenho experimental realizado foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos 
e cinco repetições, com três sementes por repetição. 

Todas as médias obtidas das variáveis foram submetidas à análise de variância e 
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade através do software estatístico Sisvar 
versão 5.7 (FERREIRA, 2014). 
 
6.3. Resultados e Discussão 

 
6.3.1. Análises de crescimento 

O desenvolvimento das plântulas de gliricídia foi afetado à medida que se aumentou a 
concentração de PEG 6000 do meio, em que as maiores doses na solução reduziram o tamanho 
das plântulas em relação à testemunha (Figura 1). De acordo com Santos et al. (2016) e 
Gonçalves et al. (2020), a água é o fator que mais exerce influência no processo de germinação 
das sementes, uma vez que promove a reidratação dos tecidos e a retomada das atividades 
metabólicas do embrião. Entretanto, o PEG 6000, em elevadas concentrações, dificulta a 
absorção de água, impedindo que a semente complete o processo germinativo. 
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Figura 1. Plântulas de gliricídia obtidas in vitro no cultivo sob diferentes concentrações de PEG
6000.

As sementes reduziram significativamente o seu potencial germinativo e, 
consequentemente, a formação de plântulas normais em concentrações mais elevadas (Figura 
2), pois o déficit hídrico dificulta a absorção de água, atrasando a ativação metabólica e a 
protrusão da radícula (TORRES et al., 2020). 

As sementes tiveram boa germinação até a concentração 140 g L -1, demonstrando que 
a espécie apresenta tolerância ao estresse hídrico (Figura 2). Resultados similares foram 
observados em outras espécies típicas de regiões semiáridas, como Pilosocereus arrabidae

(Lem.), Cereus jamacaru subsp. jamacaru (Cactaceae), Dimorphandra gardneriana Tul. 
(Fabaceae) e Byles & Rowley (Cactaceae) (MEIADO et al., 2010; MARTINS et al., 2012;
URSULINO et al., 2016).
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Figura 2. Porcentagem de germinação de sementes e formação de plântulas normais de 
gliricídia cultivadas in vitro aos 60 dias na presença de diferentes concentrações de PEG 6000. 
*Médias seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 0,05%. 
 

A porcentagem de germinação e de plântulas normais de gliricídia apresentou 
comportamento linear negativo aos 60 dias de cultivo, observando-se uma redução significativa 
com o aumento da concentração de PEG 6000 no meio de cultivo (Figura 3). Aos 60 dias de 
cultivo, foram observadas plântulas que emitiram radícula, mas não desenvolveram sistema 
radicular completo e parte aérea (folhas/brotos) em concentrações crescentes de PEG 6000. A 
maior concentração testada (210 g L -1) apresentou a menor porcentagem de germinação e de 
formação de plântulas normais. O PEG inibe a germinação de sementes devido à redução na 
taxa de umidade das mesmas (BOUSBA et al., 2021). 

A avaliação da porcentagem de germinação é um dos métodos mais utilizados para 
avaliar a tolerância das plantas ao estresse, isso porque a germinação é o evento mais importante 
e crítico no ciclo de vida das plantas, visto que assegura a continuidade dos processos 
fisiológicos que a planta necessita para se desenvolver. Dessa forma, o estresse no meio pode 
provocar alguns efeitos nas sementes, como distúrbios osmóticos, que pode ocasionar danos 
antes ou depois da germinação (GORDIN et al., 2012; LIMA et al., 2015; METIVIER, 1986).  

 
 

 

Figura 3. Germinação de sementes e formação de plântulas normais in vitro em função das 
concentrações de PEG 6000. 
 
6.3.2. Análises histológicas 

No controle, observou-se um parênquima bem desenvolvido com células de tamanho 
relativamente uniforme, com bom estado fisiológico, turgidez celular e menores espaços 
intercelulares perceptíveis. A epiderme apresentou-se com células bem definidas e regulares 
(Figura 4A). Já na folha sob estresse, as células apresentaram formato irregular, com aumento 
dos espaços intercelulares e colapso ou retração celular. A coloração mais intensa em algumas 
regiões pode representar o aumento de compostos fenólicos ou lignificação, sendo uma resposta 
comum em casos de estresse (Figura 4B). Esse efeito pode ser atribuído ao estresse osmótico 
causado pelo polietilenoglicol, o qual promove a expansão celular como resposta fisiológica 
(ELMAGHRABI et al., 2017). 
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Figura 4. Cortes transversais de folhas de gliricídia analisadas sob microscopia óptica, coradas 
com azul de toluidina. A – Controle (sem estresse); B – Sob estresse hídrico induzido por PEG 
6000 (210 g L -1). 

 
A análise da anatomia das secções transversais das raízes de plântulas de Gliricidia 

sepium cultivadas in vitro apresentou alterações estruturais significativas sob diferentes 
condições hídricas simuladas com PEG 6000. A organização celular da raiz no controle 
mostrou-se com córtex composto por células parenquimáticas de grande diâmetro, paredes 
celulares delgadas e disposição regular. A região do cilindro central apresentou-se bem 
delimitada, sem sinais de colapso celular ou alterações evidentes (Figura 5A). Em condições de 
estresse hídrico, genótipos tolerantes tendem a apresentar um crescimento no comprimento 
radicular, enquanto os sensíveis demonstram uma redução no tamanho das raízes (MAQBOOL 
et al., 2022). 

Em contraste, observou-se sob a maior concentração de PEG 6000 que as células do 
córtex apresentaram menor diâmetro. Esse resultado corrobora os achados de Burnett et al. 
(2005), que observaram uma redução característica no diâmetro do caule e do floema, em 
resposta ao incremento nas concentrações de PEG. Também houve maior compactação, com 
coloração azul intensa na região central, provavelmente devido à deposição de compostos 
fenólicos e lignificação (Figura 5B). Há estudos que indicam que a formação de vasos 
condutores de menor diâmetro, inseridos em tecidos lignificados, resulta em fluxo hídrico 
reduzido (CARLQUIST, 1975). 

Conforme destacado por Pereira et al. (2008), a espessura do córtex radicular apresenta 
uma correlação direta com a condutividade hidráulica, influenciando a eficiência do transporte 
de água nas plantas.  

As alterações na estrutura das raízes, como a desorganização do córtex e o colapso 
parcial de células parenquimáticas, sugerem prejuízos à condução de água e à absorção de 
nutrientes. Tais modificações podem afetar diretamente a eficiência do sistema radicular e 
contribuir para a limitação do crescimento observado nas plântulas expostas às maiores 
concentrações de PEG, indicando uma possível resposta de comprometimento funcional 
associada ao estresse osmótico. 

 

A 
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Figura 5. Secções transversais de raízes de plântulas cultivadas in vitro de gliricídia, coradas 
com azul de toluidina. A – Controle; B – Sob estresse hídrico induzido por PEG 6000 (210 g L 
-1). 
 
6.3.3. Análises em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As análises ultraestruturais das folhas de Gliricidia sepium, obtidas por microscopia 
eletrônica de varredura (MEV), revelaram alterações morfológicas marcantes na epiderme e 
nos estômatos em resposta ao estresse hídrico simulado por PEG 6000. No controle (Figura 6), 
as células epidérmicas apresentaram-se bem organizadas, com contornos regulares e cutícula 
lisa, com estômatos amplamente distribuídos e em maior número (Figura 6A), com ostíolos 
bem abertos em sua maioria (Figura 6C). Este resultado está em concordância com diversos 
estudos que reportam maiores aberturas estomáticas em folhas cultivadas in vitro em 
comparação com folhas desenvolvidas ex vitro (ALINIAEIFARD et al., 2020).  Também foram 
observadas estruturas globulares densamente distribuídas na região adjacente ao ostíolo 
estomático, que são compatíveis com células secretoras de potássio (K) (Figura 6B). A ativação 
dos canais de efluxo de K+ desencadeia a liberação simultânea de íons e ânions de potássio 
acompanhados por efluentes de água. Essa perda osmótica resulta na redução da pressão de 
turgor nas células-guarda, culminando no fechamento estomático (PANDEY & ZHANG, 
2007). Na Figura 6D é possível observar a presença de tricomas tectores no pecíolo da 
superfície abaxial da folha.  
 

A 

B 
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Figura 6. Folhas de gliricídia do tratamento controle em microscopia eletrônica de varredura 
(MEV). A – Predominância de estômatos abertos; B – Estômatos secretando potássio; C – 
Célula estomática aberta; D – Tricomas. 

 
A análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV) acoplada à espectroscopia de 

dispersão de energia (EDS) demonstrou a presença de estruturas especializadas com atividade 
secretora localizada na epiderme foliar. Apesar da sua utilização predominante nas ciências dos 
materiais, essa técnica de MEV-EDS apresenta diversas aplicações em estudos biológicos, 
como sua utilização para o mapeamento espacial da distribuição de cádmio (Cd) em tecidos 
foliares de Lemna polyrhiza (L.), permitindo a análise da acumulação desse metal pesado em 
estruturas celulares específicas (UNADKAT & PARIKH, 2019). 

Na micrografia (Figura 7A), há uma célula epidérmica contendo vesículas esféricas 
próximas à região estomática. No mapeamento químico da amostra (Figura 7B), evidenciou-se 
forte sinal de fluorescência para potássio (K), inferindo acúmulo desse elemento nas estruturas 
intracelulares identificadas. O espectro de energia (Figura 7C) confirmou a presença de alguns 
elementos, com um pico expressivo de potássio (K) para a região em destaque.  O potássio K+ 

constitui o principal cátion inorgânico no citosol vegetal. Esse macronutriente desempenha 
funções fisiológicas importantes, como homeostase osmótica, modulação da atividade 
enzimática e eficiência do aparato fotossintético (RAGEL et al., 2019). Durante o estresse 
hídrico, o potássio (K⁺) age na manutenção da homeostase osmótica, conservando turgescência 
celular e regulando a abertura e fechamento dos estômatos, o que reduz a perda de água por 
transpiração e melhora a eficiência no uso hídrico da planta (XU et al., 2021). Além disso, o K⁺ 
é fundamental para a atividade enzimática, ativando enzimas relacionadas à fotossíntese e ao 
metabolismo energético, garantindo a produção de ATP necessária para processos metabólicos 
e reparos celulares durante o déficit hídrico (FARAHANI et al., 2018). O potássio também 
contribui para a eficiência do aparato fotossintético, mantendo a fixação de carbono e 
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facilitando o transporte de fotoassimilados, minimizando impactos negativos do estresse sobre 
o crescimento e produtividade. 

 

 
 

Figura 7. Mapeamento elementar por EDS de potássio em células epidérmicas de Gliricidia 

sepium. A – Micrografia em MEV; B – Mapeamento evidenciando a distribuição de potássio 
(K) na área específica; C – Espectro EDS confirmando a presença majoritária do elemento K. 
    

Sob estresse hídrico (Figura 8), foram observadas uma série de alterações estruturais. 
As células epidérmicas apresentaram-se menos definidas e com depressões na superfície 
(Figura 8A); os estômatos estavam em menor número e, quando presentes, mostravam-se com 
os ostíolos entreabertos ou completamente fechados, em sua maioria (Figura 8B e C). O 
fechamento estomático surge como o principal mecanismo de defesa contra o déficit hídrico, 
sendo mediado por alterações estruturais nas células-guarda. Estudos têm demonstrado que, sob 
estresse, ocorre um espessamento diferencial e maior lignificação das paredes ventrais em 
comparação às paredes dorsais dessas células, favorecendo o fechamento dos estômatos (ABD 
ELBAR et al., 2019). Arve et al. (2011) demonstraram que a redução na abertura estomática 
limita a absorção de CO2, diminuindo consequentemente a taxa de transpiração.  

Observou-se uma redução significativa na densidade e integridade dos tricomas tectores 
no pecíolo e nas extremidades da superfície abaxial das folhas. Estes apresentaram-se 
deformados, rompidos ou ausentes em determinadas áreas da superfície foliar (Figura 8D). De 
maneira geral, as diferentes espécies de plantas adotam estratégias semelhantes para resistir ao 
estresse hídrico, envolvendo principalmente a redução da área foliar, presença de espinhos e 
pelos curtos e folhas revestidas por cera (MARENCO & LOPES, 2005).  
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Figura 8. Folhas de gliricídia dos tratamentos com maiores concentrações de PEG 6000 em 
microscopia eletrônica de varredura (MEV). A – Predominância de estômatos fechados e 
entreabertos; B – Célula estomática entreaberta; C – Célula estomática fechada; D – Tricomas. 
 

Na análise ultraestrutural das raízes primárias de gliricídia por microscopia eletrônica 
de varredura, foram observadas superfícies relativamente lisas e contínuas, com epiderme 
estruturalmente organizada no controle (Figura 9A). A raiz primária sob estresse apresentou 
desorganização da epiderme, com superfície irregular e presença de fissuras (Figura 9B). A 
escassez de água é detectada primeiramente pelas raízes da planta, desencadeando adaptações 
moleculares e morfológicas para a sua proteção (KIM et al., 2020). A redução da espessura do 
mesófilo observada nas folhas submetidas ao estresse hídrico pode comprometer diretamente a 
capacidade fotossintética das plântulas. Essa diminuição implica menor volume de parênquima 
clorofiliano, o que reduz a superfície de contato entre as células fotossintéticas e os espaços 
intercelulares, limitando a difusão interna de CO₂. Além disso, o número de cloroplastos por 
unidade de área foliar tende a diminuir, uma vez que está relacionado ao volume celular total 
disponível. Essa menor densidade funcional de cloroplastos, associada à possível 
descontinuidade nos espaços intercelulares, eleva a resistência difusiva ao CO₂ e reduz a 
eficiência da carboxilação. Em conjunto, essas alterações anatômicas contribuem para a 
limitação da assimilação de carbono em ambientes sob déficit hídrico severo. 
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Figura 9. Raízes primárias de gliricídia do controle (A) e dos tratamentos com maiores 
concentrações de PEG 6000 (B) em microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
 
6.4. Conclusões  

 
Altas concentrações de PEG 6000 reduziram o potencial germinativo das sementes e o 

desenvolvimento de plântulas normais de G. sepium cultivadas in vitro. 
A presença de estruturas secretoras de potássio sugere um possível mecanismo 

osmoprotetor. 
G. sepium é sensível a altas concentrações de PEG, mas apresenta adaptações estruturais 

de resposta ao estresse. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Neste estudo, foi possível observar que os estresses abióticos salino e hídrico afetam 
significativamente o desenvolvimento in vitro de Gliricidia sepium, promovendo alterações 
morfológicas, fisiológicas e anatômicas nos acessos avaliados.  

As análises histológicas e em microscopia eletrônica de varredura confirmaram a 
ocorrência de alterações anatômicas em folhas e raízes, como espessamento de tecidos, 
deformações celulares e modificações na densidade estomática.  

A visualização da distribuição de potássio e o acúmulo de prolina demonstraram os 
mecanismos fisiológicos ativos de osmorregulação e proteção celular da espécie, que podem 
ser explorados em programas de melhoramento genético para ambientes com limitações 
hídricas ou salinas. 

Estes resultados podem contribuir com informações relevantes para o manejo de 
Gliricidia sepium em condições adversas.  

A aplicação de técnicas biotecnológicas, como a cultura de tecidos, associada a análises 
fisiológicas e anatômicas, mostrou-se eficiente para estudos de tolerância ao estresse abiótico.  
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