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RESUMO

A moringa (Moringa oleifera Lam.) é a planta mais difundida da familia monogenérica
Moringaceae. Essa espécie tem ocorréncia Pantropical e reiine nos derivados de suas folhas e
sementes os produtos de maior interesse comercial. Considerada uma hortaliga arbdrea de alto
desempenho agronémico e ampla aptiddo edafoclimatica, tem sido cultivada em todas as
regides brasileiras, em cultivos adensados, semi-adensados, e na composi¢do de sistemas
agroflorestais — SAF. Reconhecida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA e pela Organizagéo das Nag¢6es Unidas — ONU/FAO como uma planta de maltiplos
usos, a moringa tem atraido a atencdo de agricultores, empreendedores, pesquisadores e
profissionais de ciéncias agrarias como uma cultura estratégica para o desenvolvimento
sustentavel, com grande potencial alimentar, farmacologico e energético. A qualidade das
sementes é fundamental para garantir a capacidade de uma espécie originar campos de producéo
com bom desempenho agronémico. N&o obstante, inexistem parametros definidos para analise
da qualidade de suas sementes. Quanto aos extratos vegetais, esses tém sido intensivamente
investigados como um recurso para a nutri¢cdo de plantas cultivadas sob manejo organico. Na
agricultura convencional, sdo amplamente empregados em adi¢cdo aos fertilizantes quimicos,
horménios de promocdo de crescimento de plantas e reguladores vegetais com vistas na
elevagéo de parametros de desempenho. Sendo a folha de moringa fonte de minerais, vitaminas,
proteinas, aminoacidos, glucosinolatos, e possuir uma gama de compostos bioativos, extratos
foliares tém sido empregados na nutricdo vegetal, aumentando a produtividade, sanidade, e a
qualidade de diversas culturas. Podendo atuar como um insumo alternativo de nutricdo vegetal
e regulacdo hormonal para a agricultura organica, pesquisadores se dedicam a avaliar, dentre
0s métodos de extracdo, quais sao aqueles que promovem o melhor aproveitamento de extratos
foliares de moringa em cultivos agricolas. O leque de aplicacdo destes materiais envolve todas
as fases de producdo agricola. Para fornecer informacGes necessarias para a analise de sementes
e plantulas desta espécie, este trabalho teve por objetivo avaliar lotes de sementes de moringa
submetidos a diferentes niveis de deterioracdo controlada. Assim, foi obtido o teste bioquimico,
teste de germinacdo, indice de velocidade de germinacao, classificacdo de sementes e plantulas
e medicdes de raiz primaria e hipocétilo. Também, foi realizado o teste de atividade enzimética
dos lotes de sementes de moringa ap0s armazenamento em baixas temperaturas. Além disso,
estudou-se métodos de formulacdo e usos potenciais de extratos foliares de moringa e sua
aplicacdo na agricultura organica. Os resultados obtidos indicam que a imersdo de sementes em
solucdo de tetrazolio 0,5g/L por duas horas € representativa para a realizacdo do teste
bioquimico, e que a termoterapia influencia na qualidade de sementes e no desenvolvimento
inicial de plantulas de moringa. Em relagdo ao uso de extratos foliares na agricultura, esses
podem ser utilizados no pré-condicionamento germinativo, como biofertilizante,
bioestimulante, biopesticida e promotor de crescimento, e no controle de aflatoxinas em gréos
armazenados.

Palavras-chave: Deterioragdo controlada. Anélise de sementes. Biofertilizante. Biopesticida.



ABSTRACT

Moringa (Moringa oleifera Lam.) is the most spread species of the single gender family
Moringaceae. This plant occurs pantropically and gathers in the seeds and leaves, the products
of main commercial interest. Considered to be a horticultural tree of high agronomical
performance and wide climate and soil aptitude, it has been cultivated all over the Brazilian
regions in near and forest spacings and as an agroforestry component. Moringa is recognized
as a multi purposes tree by the Food and Agriculture Organization of the United Nations —
FAO/UN and the Brazilian Agricultural Research Corporation — EMBRAPA, drawing the
attention of farmers, entrepreneurships, researchers, and professionals of agricultural sciences
as a strategic crop for the sustainable development, because of its feeding, pharmacological,
and energetic potential. The quality of seeds is basal to ensure the ability of a species to ensure
its capacity of generating high performance production fields. However, there are no stablished
parameters to evaluate the quality of moringa seeds. Regarding the leaf extracts, they have been
intensively investigated as a resource for plant nutrition under organic cultivation. Synthetic
plant growth promoters are widely used in conventional farming in addition to chemical
fertilizers to improve performance. As leaves are source of minerals, vitamins, protein, amino
acids, glucosynolates, having a range of bioactive compounds, moringa leaf extracts have been
used to enhance production, sanity, and the quality of several crops. Being able to act as an
alternative resource for plant nutrition and hormone regulation within organic farming,
researcher dedicate to evaluate, among the extraction methods, the ones that promote the best
use of moringa leaf extracts in agriculture. The range of applications of such material cover all
the stages in plant development. To provide the needed information for seed testing, this work
aimed to evaluate samples of moringa seeds submitted to different levels of controlled aging.
A biochemical test was made, as the germination test, sprouting test, seed and seedling
classification, primary root, and hypocotyl measurements. The enzymes activity of the samples
was made after the storage in low temperatures. A study of moringa leaf extracts methods of
extraction and potential applications for organic agriculture was carried out. The results indicate
that the immersion in 0,5 g/L tetrazolium solution for 2 hours is representative for realizing the
biochemical test, and the thermal therapy performs influence over both quality and initial
development of moringa seedlings. Regarding the use of the leaf extracts in agriculture, they
differ depending on the method of extraction, and can be used in seed primming, as biofertilizer,
bios stimulant, bio pesticide, growth promoter, and aflatoxin controller to stored grains.

Keywords: Controlled aging. Seed testing. Biofertilizer. Biopesticide.
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1 INTRODUGCAO

A moringa (Moringa oleifera Lamarck.) é a espécie mais difundida da familia
monogenérica das Moringaceas (Moringaceae). Originaria do Sul do Himalaia e Nordeste da
india onde é considerada uma importante cultura agricola, esta espécie tem ocorréncia
Pantropical e retine nos derivados de suas folhas e sementes ou grdos os produtos de maior
interesse comercial.

Com status de hortalica arbdrea de alto desempenho agronémico, lavouras de moringa
tém sido cultivadas em todas as regiGes brasileiras, demonstrando sua ampla aptiddo
edafoclimatica, sobretudo na composi¢do de sistemas agroflorestais — SAF. Reconhecida pela
pela FAO - ONU (Food and Agriculture Organization of the United Nations) como uma planta
de mudltiplos usos (FOIDL et al., 1999) a moringa tem atraido a atencdo de agricultores,
empreendedores, pesquisadores e profissionais de ciéncias agrarias como uma cultura
estratégica para o desenvolvimento sustentavel.

De porte arbustivo e habito perene, suas raizes tuberosas pivotantes Ihe conferem boa
tolerancia a seca, rapido estabelecimento, e capacidade de se manter vegetativa em periodos de
estiagem. Apresenta-se como uma boa fonte vegetal de proteina, vitaminas A, B e C, minerais,
aminoacidos e antioxidantes pelo processamento de suas folhas, e para a purificacdo de 4gua e
producdo de energia, dado o potencial coagulante, floculante, bactericida, fungicida e o perfil
de &cidos graxos encontrado em suas sementes (RANGEL, 1999).

Embora se trate de uma cultura de amplas aplicacbes, considerada pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, como uma espécie que pode ser utilizada
para diversas finalidades, ndo existem pardmetros definidos para a avaliacdo de sementes de
moringa que garantam a implantacdo de campos de cultivo com bom desempenho agronémico.
Na primeira sessdo deste trabalho foram realizados, no Laboratdrio de Anélise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras — LAS/UFLA, procedimentos para a avaliacdo da qualidade de
sementes e plantulas de Moringa oleifera provenientes de uma amostra homogénea.
Previamente a realizagcdo das analises, 0 material passou pela deteriora¢do controlada, sendo
dividido em 5 (cinco) lotes que se diferenciaram entre si pelo tempo em temperatura elevada
ao qual foram submetidos. O objetivo desta metodologia foi o de estabelecer parametros para a
analise de sementes de moringa e conhecer a tolerancia desta espécie ao estresse abidtico na
pos-colheita. Apds a realizacdo das anélises todos os lotes foram armazenados em camara fria

por um periodo de 12 meses, sendo entdo utilizados novamente para a avaliacdo da atividade
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enzimatica com o intuito de avaliar a viabilidade destas sementes para a utilizacdo em campo.
A atividade enzimética é um parametro importante para que se possa inferir sobre o potencial
de uma semente armazenada, deteriorada ou ndo, de gerar novos individuos (HEBERLE et al.,
2019). O Esta etapa do trabalho visa entender se as sementes de moringa, ap0s passar por um
estresse abidtico na pds-colheita, poderia manter seu potencial germinativo se conservada em
ambiente adequado. Os resultados obtidos a partir destas avaliagdes foram utilizados para a
elaboracdo de um artigo cientifico apresentado na sessao primaria deste trabalho (Artigo 1), que
discorre sobre a andlises de qualidade de sementes de moringa com diferentes niveis de
deterioracdo, o desenvolvimento inicial de plantulas oriundas da germinacéo destas sementes,
e a influéncia do armazenamento na qualidade destas mesmas sementes.

Apesar dos beneficios alimentares atribuidos ao consumo de folhas de moringa pela
comunidade cientifica, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA publicou, em
2019, a Resolucdo n°1.478, que determinou a proibicdo temporaria sobre a fabricacéo,
importacdo, comercializacdo, propaganda e distribuicdo de produtos destinados a alimentagédo
humana que contenham Moringa oleifera em sua composicdo. Esta medida foi motivada pelo
fato de que ndo existia, segundo a ANVISA, niveis seguros para o consumo desta planta, e
sobretudo pela presenca de produtos processados em agroindUstrias que ndo possuiam alvara
de funcionamento portando alegacdes descabidas em seus rétulos (WATERMAN; CASTRO,
2019). Muito embora esta publicacdo desestimule a producdo da moringa para 0 mercado de
suplementos alimentares, a mesma agéncia esclareceu por meio de um oficio circular enviado,
em marco de 2020, a todas as unidades de Vigilancia Sanitaria do pais, que esta proibicdo ndo
teria abrangéncia sobre o ato da exportacdo. Ainda que seja permitido, portanto, a producgéo de
derivados de folhas de moringa para 0 consumo humano no mercado externo, esta pratica ndo
é disseminada.

Para além do uso alimentar, folhas de moringa podem ser utilizadas na alimentacéo
animal (MAHFUZ; XIANG, 2019), como matéria-prima para a extracdo de compostos
bioativos (KASHYAP et al., 2022), no cultivo visando a exploracdo de efeitos e para a
agricultura de diversos modos. Com o objetivo de fornecer alternativas aos que decidem investir
esforgos dentro da cadeia produtiva da moringa, foi realizada uma reviséo literaria sobre os
usos potenciais de seus extratos foliares na agricultura. No Artigo 2 da segunda parte deste
trabalho, é apresentada uma revisdo das principais publicacGes que foram desenvolvidas para
avaliar aplicacGes agricolas dos extratos de moringa, bem como as metodologias utilizadas para

sua obtencdo e suas formas de aplicacdo. Espera-se, com estes resultados, facilitar o
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desenvolvimento de tecnologias que permitam a utilizacdo destes extratos na agricultura
organica, em que ndo é permitido o uso de fertilizantes, defensivos e reguladores vegetais de

origem sintética.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Morfologia e composicéo de sementes de moringa

O uso de sementes de boa qualidade na implantagdo de uma lavoura é aspecto
fundamental para que qualquer cultura possa manifestar um desempenho agrondmico
satisfatorio. Uma semente de boa qualidade é aquela que reune os atributos genéticos e
sanitarios desejados, sendo que, para inferir sobre o carater qualitativo de um determinado lote,
testes e metodologias foram desenvolvidos pela Associacdo Internacional de Analise de
Sementes (International Seed Testing Association) — ISTA. Tais métodos foram validados para
qgue pudessem ser replicados por laboratérios credenciados, munidos dos equipamentos
necessarios para a aplicacdo dos protocolos publicados nas Regras Internacionais para Analise
de Sementes (International Rules for Seed Analysis).

No Brasil, os métodos prescritos pela ISTA foram incorporados aos avangos nacionais
em analise de sementes e encontram-se acessiveis nas Regras para Analises de Sementes —
RAS, que teve sua primeira edicdo publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA em 1967, e, sua ultima atualizacdo, feita em 2009 pela Coordenacédo
Geral de Apoio Laboratorial de sua Secretaria de Defesa Agropecuéria (BRASIL, 2009b). O
material € composto por trés volumes: RAS, Manual de Andlise Sanitaria de Sementes e
Glossario llustrado de Morfologia, sendo o ultimo indispensavel para a caracterizacao
morfoldgica e o direcionamento de analistas, profissionais e pesquisadores na avaliacdo da
qualidade de sementes que ainda néo estdo catalogadas nas RAS.

O Laboratorio de Anélises de Semente da Universidade Federal de Lavras — LAS/UFLA
é um dos 188 laboratdrios credenciados pelo MAPA para a realizacdo de analises de sementes
e mudas no Brasil, e realiza metodologias prescritas nas RAS, incluindo o teste de tetrazélio,
que infere sobre a qualidade fisioldgica de um determinado lote de sementes. O Setor de
Sementes também abriga o Nucleo de Estudos em Sementes, NESEM/UFLA, que realiza
pesquisa e inovacdo em analise de sementes, trabalhando com diversos tipos de equipamentos
para a avaliacdo fisica e quimica de sementes e plantulas, a exemplo do seu Laboratorio de
Biotecnologia e do equipamento Groundeye®, desenvolvido no programa de Incubacdo de
Empresas de Base Tecnologica — INBATEC/UFLA para realizar analise de sementes e
plantulas em imagens digitalizadas, o qual foi utilizado no desenvolvimento deste trabalho.

Frutos de moringa, embora sejam comumente referidos como vagens de forma equivocada, séo
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do tipo cépsula loculicida, com trés valvas que apresentam deiscéncia ou semi-deiscéncia ao
longo das nervuras medianas (FOIDL et al., 1999). De coloracdo verde durante o periodo de
desenvolvimento dos gréos e castanha quando de sua maturacao, a capsula abriga as sementes
que se encontram alocadas nas placentas parietais, favorecendo a dispersdo anemocorica.

Normalmente, para variedades crioulas bem manejadas, cada fruto pode abrigar cerca
de 20 sementes (FIGURA 1). Existem variedades que foram desenvolvidas visando aumentar
a produtividade de gréos, a exemplo da PKM1, PKM2 e MOMAX3, de origem indiana, que
podem conter mais de 200 frutos por planta a cada safra, enquanto alguns acessos africanos
produzem cépsulas com até 35 sementes (AYERZA, 2011). Existe, portanto, uma domesticacao
consolidada em regiGes onde a cultura estd estabelecida que, através de programas de
melhoramento genético, elevou consideravelmente seu potencial produtivo. No Brasil, embora
a espécie Moringa oleifera encontra-se cadastrada no Registro Nacional de Cultivares —
RNC/MAPA sob o numero 35125 desde 19/01/2016, ndo existem, de fato, cultivares dessa
espécie registradas no mercado. As cultivares desenvolvidas por programas de melhoramento
dos continentes africano e asiatico também ndo se encontram, até o presente momento,
cadastradas na lista de Produtos Vegetais de Importacdo Autorizada — PVIA/MAPA (BRASIL,
2022).

Figura 1 - Fruto de Moringa oleifera evidenciando as sementes e as valvas.

S5V o 20 YO0 0~-0000 00008

Fonte: Do autor (2022).

Os frutos de moringa tém um periodo de maturagdo de cerca de trés meses apos a
fecundacdo de suas flores, sendo que o ponto de colheita das capsulas de moringa se d& quando
o fruto se encontra com baixo teor de umidade, antes da abertura das valvas, evitando-se a perda
de sementes no campo e o ataque de pragas e doencas (PALANISAMY et al., 1985). E possivel
verificar manualmente o ponto de matura¢do contraindo o fruto, que estando em maturidade

fisiolégica, emitird um som caracteristico ocasionado pelo rompimento das valvas. Todavia,
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alguns agricultores optam por colher frutos imaturos, com maior teor de umidade, para que eles
possam ser beneficiados em local adequado.

Sementes de moringa sdo ortodoxas, dicotiledéneas, globosas e aladas, com endosperma
oleaginoso envolto por tegumento de coloracdo castanho médio, onde sdo inseridas trés alas
equidistantes, de coloracéo clara, que se fundem em uma das extremidades e na outra protegem
o hilo pequeno, linear e saliente, de onde ocorre a protrusdo da radicula e da alca cotiledonar
(FIGURA 2) (BRASIL, 2009a; RAMOS et al, 2010).

Figura 2 - Sementes de Moringa oleifera em cortes longitudinal (A) e transversal (B)
evidenciando os cotilédones (co), eixo embrionario (ee), tégmen (tg), e testa (t).

A - B

Fonte: Ramos et al. (2010).

O perfil dos &cidos graxos presentes no endosperma de sementes (ou graos) de moringa
é particularmente interessante para a industria, que o denominam éleo de Ben (Ben-oil) devido
ao acido behénico, ou docosanoico, presente em sua composicdo (RANGEL, 1999). Em se
tratando de um &cido graxo saturado de cadeia longa (C22:0), € um dos responsaveis pela alta
estabilidade oxidativa do 6leo de sementes de moringa, que reline predominantemente acidos
graxos insaturados ou com baixo grau de insaturacdo (MALDONADE et al., 2019). O bleo de
moringa tem sido utilizado pela inddstria fina na fabricacdo de cosméticos como produtos para
hidratagdo da pele e condicionadores capilares, lubrificantes, na pintura artistica, entre outros.
Além disso, alguns estudos tém demonstrado seu potencial como aditivo antioxidante para
conferir melhorias a biodieseis e matérias primas residuarias ou provenientes de 6leos vegetais
de menor qualidade, no sentido de eleva-los aos padrdes de qualidade estabelecidos pela
Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis — ANP (ANDRADE, 2016).

Embora a composicdo de acidos graxos, assim como sua quantidade, possa variar de

acordo com a variedade cultivada, o método de extragdo e as técnicas utilizadas para sua analise,



16

0 6leo de moringa é formado predominantemente por &cidos graxos de cadeia longa e poucos
pontos de insaturacdo (TABELA 1).

Tabela 1 - Composicéo de &cidos graxos em sementes de Moringa oleifera.

Acidos Graxos Composicao (%)
x Aly, i
Referéncia (1'\;;;'3) F:;:?goe [Iz/?gr?c:r? (1-!;?5) Meazﬁri Rasarllll.d “
(1970) (1985) (2015) (2008)

Myristico (C14:1) 0,1 - 1,4 - - -
Palmitico (C16:0) 59 6,7 3,5 6,9 6,45 6,5
Palmitoleico (C16:1) 1,1 - - 1,1 0,32 -
Estearico (C18:0) 51 4,3 8,3 8,3 2,85 6,0
Oleico (C18:1) 72,9 76,5 67,3 67,7 75,43 61,6
Linoleico (C18:2) 0,6 0,7 3,5 0,4 10,24 1,0
Linolélico (C18:3) 0,1 - - - 0,2 -
Arachidico (C20:0) 3,6 2,7 2,7 4,7 3,0 4,0
Eicosenoico (C20:1) 2,3 - - 2,6 - 2
Behénico (C22:0) 7,2 4,6 5,6 7,4 0,5 7,1
Lignocerico (C24:0) 1,0 1,1 3,2 0,4 - -

Fonte: Aly, Maraeri e Ali (2015), Rangel (1999) e Rashid et al. (2008).

Sementes oleaginosas S&0 menos propensas ao armazenamento do que as amilaceas, de
maneira que a umidade de equilibrio deve ser menor, pois € relativa somente ao contetdo nao
oleaginoso do seu endosperma (DELOUCHE, 1968). Os pontos de insaturacdo dos acidos
graxos sdo mais susceptiveis a oxidacdo do que as moléculas que formam carboidratos e
proteinas, motivo pelo qual sementes oleaginosas tém maior perda de sua qualidade fisioldgica.

Na elaboracdo deste trabalho, foram realizados experimentos e protocolos para
estabelecer parametros de analise de lotes de sementes e plantulas de moringa com diferentes
niveis de deterioracdo, bem como a atividade enzimatica dos mesmos lotes de sementes para

avaliacdo dos niveis de qualidade destes acessos apds determinado periodo de armazenamento.

2.2 Morfologia e composicéo de folhas de moringa

Devido a presenca de teores relativamente elevados de proteina, vitaminas, minerais,
antioxidantes, aminoacidos e flavonoides, folhas de moringa tém sido oferecidas ao mercado

nas formas de chas, farinhas e capsulas vegetais. Processados com folhas de moringa
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desidratadas, esses produtos sdo comercializados como suplemento alimentar, sobretudo em
paises do continente americano, europeu e asiatico, onde também entram na composicéo de
outros produtos destinados a alimentacdo humana.

Ainda que se trate de uma espécie florestal, cuja densidade de plantio varia entre 1.300
e 2.500 plantas por hectare, amoringa € considerada uma hortalica arborea e seu cultivo também
pode ser feito em canteiros com espacamentos mais adensados, quando se presta
exclusivamente a producdo de biomassa foliar. Deste modo, em condi¢des favoraveis, é
possivel que se realizem até oito cortes anualmente para a retirada das folhas. Existem ainda
registros de sistemas de cultivo com 40.000 a 167.000 plantas por hectare, sendo que o
espacamento para cultivo de moringa é amplamente varidvel (MENDIETA-ARAICA et al.,
2013). Sob a dtica de sistemas agroflorestais (SAFs), onde o uso da terra é feito pela
combinacdo de espécies florestais e de cultivo agricola, utilizando-se de praticas de manejo
consonantes com a manutencdo da populacéo local (MEDRADO, 2000), a moringa participa
como uma espécie secundaria de extrato alto, que € introduzida no sistema apos o segundo ano
da sua implantacdo e ocupa rapidamente as camadas superiores, de exposicao solar direta. Por
ser considerada uma planta de crescimento rapido, boa capacidade de rebrota, com sistema
radicular tuberoso e pivotante, a moringa promove a ciclagem de nutrientes e responde muito
bem ao manejo de podas caracteristico deste sistema. O nivel de sombreamento pode ser
controlado pela altura e frequéncia com que os cortes séo realizados, de acordo com a demanda
das culturas consorciadas.

A arquitetura foliar da moringa é pinada, composta e imparipenadas, com cerca de 45 a
60cm de comprimento, formadas por trés raques articuladas, onde os foliolos se organizam de
maneira composta. Arranjados de forma alternada em pinas e pinulas opostas, os foliolos tém
formato eliptico com 1 a 2 cm de comprimento e largura média entre 0,6 e 1cm (FIGURA 3)
(RUIZ et al., 2019). Folhas de moringa sdo deciduas, alternadas, pecioladas e compostas,
bipenadas e com sete foliolos ao longo de cada pina (SILVA; KERR, 1999).

O interesse entorno do potencial existente na exploracdo das folhas de moringa se dao
pelas propriedades quimicas e nutricionais atribuidas a elas por meio de publicacGes cientificas

realizadas nas mais diversas areas do conhecimento.
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Figura 3 - Folha de Moringa oleifera.
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Fonte: Do autor (2022).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolucdo-RE n°
1.478, de 3 de junho de 2019, determinou a proibicdo da comercializacdo, distribuicéo,
fabricacdo, importacdo e propaganda de todos os alimentos, em todas as formas de
apresentacdo, que possuem Moringa oleifera em sua composicdo. Essa medida cautelar, foi
motivada pela presenca de produtos ndo regulamentados no mercado, com alegacdes
terapéuticas que ndo se aplicam a alimentos, e pela incerteza da agéncia a respeito da seguranca
alimentar do seu consumo. Um edital de chamamento publico mobilizou a sociedade na coleta
de informacdes que pudessem levar a reavaliacdo da medida, e pesquisadores, profissionais e
consumidores de produtos derivados da moringa enviaram testemunhos e artigos cientificos.
No entanto, a Anvisa considerou que os dados enviados eram inconclusivos, e informou que a
reavaliacdo do caso pode ser realizada mediante protocolo de peticdo especifica por pessoa
juridica interessada em sua regulamentacdo, que devera disponibilizar um dossié-técnico
cientifico que contenha as informagfes necessarias para subsidiar seu pleito. A proibi¢do do

insumo moringa para fabricacdo de alimentos € limitada ao territorio nacional, e a Anvisa fez
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circular um oficio as Vigilancias Sanitérias estaduais, municipais e do distrito federal,
esclarecendo que a medida cautelar ndo tem abrangéncia sobre o ato de exportagéo. O produtor
que deseja exportar sua safra deve cumprir os requisitos do pais de destino, de acordo com o
Art. 54 do Decreto Lei n° 986, de 21 de outubro de 1969.

Tabela 2 - Composigéo nutricional de folhas de Moringa oleifera.

Parametros Folhas frescas Folhas secas
Umidade g/100g 73,9 59
Proteinas g/100g 11,9 27,2
Lipideos g/100g 1,1 17,1
Cinzas g/100g 2,3 11,1
Fibra bruta g/100g 3,4 19,4
Carboidratos g/100g 10,6 38,6
Energia (Kcal/100g) 86,6 339,1
Calcio (g/kg) 8,47 20,98
Potassio (g/ kg) 5,49 19,22
Ferro (g/kg) 0,17 0,28
Fasforo (g/k g) 1,11 3,51
Sodio (g/kg) 0 0
Magnésio (g/kg) 1,51 4,06
Manganés (mg/kg) 0 0
Cobre (mg/kg) 0 0
Zinco (mg/kg) 13 54

Fonte: Yaméogo et al. (2011).

A presenca de fatores antinutricionais em diferentes partes da planta foi investigada por
Makkar e Bekker (1996), que determinaram as quantidades de componentes tdxicos como 44,3
ppm de compostos fenolicos, bem como a presenca de taninos (12 ppm), saponinas (81 ppm) e
fitatos (21 ppm), ainda que em quantidades insignificantes, ndo sendo detectada a presenca de
glucosideos cianogénios, lectinas e glucosinolatos. De acordo com 0s autores, 0s teores de
compostos fenolicos encontrados nas folhas de moringa ndo produzem efeitos adversos, e
recomendam seu emprego na alimentacdo animal.

Ainda que a proibi¢do temporaria permaneca em vigor até a publicagédo deste trabalho,

sdo muitas as aplicacdes que justificam o cultivo da espécie e sua exploragdo. Portanto, uma
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revisdo bibliogréafica foi realizada para elucidar sobre o uso de extratos foliares de folhas de
moringa na agricultura como biofertilizante, bioestimulante, fornecedor de fitormonios, e ainda

para controle de aflatoxinas e pré-condicionamento fisioldgico de sementes (Primming).
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ARTIGO 1 - Moringa oleifera SEED QUALITY, STORAGE INFLUENCY, AND
INITIAL DEVELOPMENT
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Moringa oleifera seed quality, storage influency, and initial development
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ABSTRACT: Seed testing is an important step for evaluating a batch of seeds and its capacity
of generating a field of good agronomical performance. Moringa (Moringa oleifera) is a
horticultural tree of great feeding, pharmacologic, and energetic potential. Yet, parameters for
moringa seed testing are still undefined. To provide the information needed for moringa seeds
and seedlings analysis, the current work aimed to evaluate seed batches submitted to different
levels of controlled damage. An Entirely Randomized Design was performed for biochemical
test, germination test, seed sprouting speed rate, seed and seedling classification, primary root
and hypocotyl measuring, and low temperature storage. The averages were submitted to
Analysis of Variance and compared by Tukey test. Results indicate that the immersion of seeds
in 0,5g/L tetrazolium solution for two hours is representative to biochemical test, and

thermotherapy influences the seed quality and the initial development of moringa seedlings.

Index terms: GroundEye®, controlled damage, germination test, seed storage, vigor.
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Qualidade de sementes, influéncia do armazenamento e desenvolvimento
inicial de plantulas de Moringa oleifera

RESUMO: A anélise de sementes é uma etapa fundamental para a determinacéo da qualidade
de um lote e da sua capacidade de originar campos de producdo com bom desempenho
agrondmico. Moringa (Moringa oleifera) ¢ uma hortalica arbdrea de grande potencial
alimentar, farmacoldgico e energético, que ainda ndo tem parametros definidos para analise de
suas sementes. Para fornecer as informacdes necessarias para a analise de sementes e plantulas
dessa espécie, esse trabalho teve o objetivo de avaliar lotes de sementes de moringa submetidos
a diferentes niveis de deterioracdo controlada. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado para a realizacdo de teste bioquimico, teste de germinacao, indice de
velocidade de germinacao, classificacdo de sementes e plantulas, medic6es de raiz primaria e
hipocétilo, bem como o teste de atividade enzimatica dos lotes de sementes de moringa ap6s
armazenamento em baixas temperaturas. As médias foram submetidas a analise de variancia e
entdo, comparadas pelo teste de Tukey. Os resultados obtidos indicam que a imersdo de
sementes em solucédo de tetrazolio 0,5g/L por duas horas é representativa para a realizacdo do
teste bioquimico, e que a termoterapia influencia na qualidade de sementes e no

desenvolvimento inicial de plantulas de moringa.

Termos para indexacdo: GroundEye®, deterioracdo controlada, teste de germinacédo,

armazenamento, vigor.
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INTRODUCAO

As adversidades socioambientais influenciadas pelo crescimento populacional das Gltimas
décadas tém incentivado pesquisadores na busca por espécies e sistemas de producdo mais
adequados ao desenvolvimento sustentavel. Moringa (Moringa oleifera Lamarck,
Moringaceae) é uma hortalica arborea de ocorréncia Pantropical, que se apresenta como uma
espécie de multiplos usos e que tem em suas folhas e grdos os produtos de maior interesse.
Originéria do nordeste indiano, seu consumo alimentar encontra-se estabelecido nos

continentes africano e asiatico através de folhas, flores e frutos imaturos (Rangel, 1999).

O consumo das folhas de moringa conquistou 0 mercado de suplementos naturais de paises da
América do Norte e da Comunidade Europeia. Essas sdo fontes de proteina, aminoacidos,
vitaminas, antioxidantes e minerais que se prestam a nutricdo humana, animal e vegetal. O
produto desidratado pode ser comercializado na forma de cha ou moido, para que sua farinha
seja oferecida encapsulada ou inserida como ingrediente de produtos alimenticios, atuando,

assim, como suplemento de alto valor nutricional.

Ainda que sejam baixas as concentracdes de fatores antinutricionais em suas folhas, que contém
cerca de 21 g.kg™ de fitatos, 12 g.kg™ de taninos e 80 g.kg™* de saponinas (Ferreira et al., 2008),
0 consumo humano de moringa enfrenta uma proibicao temporaria no Brasil, ministrada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, que decidiu, em 2019, por proibir

temporariamente produtos que contenham moringa em sua formulacdo (ANVISA, 2019).

Os frutos de moringa, que também sdo consumidos como alimento humano em algumas partes
do mundo, desenvolvem sementes oleaginosas compostas por acidos graxos de cadeia longa e
poucos pontos de insaturacdo, de alta estabilidade oxidativa (Saini e Giridhar, 2014). Em
regibes onde ocorre escassez hidrica, as sementes sdo usadas para purificacdo de aguas

coletadas em cisternas, agindo como coagulante, floculante e larvicida, sendo eficiente no
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controle de larvas do mosquito Aedes aegypt, vetor de doengas virais como Dengue, Zika e

Chicungunha (Coelho et al., 2009).

O cultivo da moringa nestas regides constitui uma importante ferramenta de seguranga
alimentar, pois atua no reflorestamento de regifes semiéridas sujeitas a desertificacdo e
promovem impacto relevante na producdo de alimentos para a atividade pecuaria e na
potabilidade de 4gua (Raja e More, 2013). Alem disso, o 6leo extraido das sementes de moringa
também demonstra um alto potencial como aditivo na producdo de biodiesel proveniente de
matérias primas de baixa qualidade, adequando-o aos padrdes estabelecidos pela Agéncia

Nacional de Petroleo, Gés Natural e Biocombustiveis — ANP (Rashid et al., 2008).

N&o obstante ao crescente interesse pelo cultivo e processamento desta hortalica arbdrea de
sementes oleaginosas, ndo existem ainda parametros definidos para assegurar a qualidade
fisiolégica de sementes de moringa no Brasil. Para assegurar o vigor de sementes na
implantacdo de plantios desta cultura ainda subutilizada em territério nacional, o presente
trabalho teve por objetivo estabelecer parametros para auxiliar na avaliacdo da qualidade

fisioldgica de sementes de moringa.
MATERIAL E METODOS

Sementes de moringa (Moringa oleifera) da variedade PKM-1 foram coletadas de plantas
adultas cultivadas em unidade de producéo organica localizada na cidade de Nisia Floresta —
RN (6°04°56.5”° S, 35°08°01.2”> W, e 25m de altitude). O material foi enviado ao setor de
sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde foram mantidas em camara fria ate
0 inicio das atividades experimentais e entre cada etapa do trabalho. A homogeneizacao das
sementes foi realizada pela retirada manual das alas e exclusdo de sementes de baixa densidade

apos passagem do lote em um soprador de sementes (DeLeo®).
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Deterioragdo controlada: para a transformacéo do lote inicial em cinco lotes de sementes com
diferentes niveis de deterioracdo, cerca de 15.000 sementes foram selecionadas e agrupadas em
cinco lotes distintas (L1, L2, L3 L4 e L5) contendo, cada, 30 caixas de germinag&o tipo gerbox.
Em cada caixa, aproximadamente 100 sementes foram organizadas sobre a tela de ago
inoxidavel, sem que houvesse sobreposicdo de sementes. O fundo de cada recipiente foi
preenchido com 40 mL de &gua destilada para manutencéo da umidade nas sementes. Os cinco
lotes de sementes foram mantidos em incubadora de Demanda Biol6gica de Oxigénio (DBO)
da marca ELETROIlab®, com temperatura controlada em 42°C durante tempos distintos,
diferenciando-se entre si pelo tempo a que foram submetidos a termoterapia (L1 = 96h; L2 =
72h; L3 = 48h; L4 = 24h; L5 = 0h). Os lotes foram devidamente identificados, lacrados em

recipientes plasticos e acondicionados em caixa de papeldo dentro da camara fria.

Teste bioquimico: 108 sementes de moringa desaladas e com tegumento preservado,
previamente submetidos a deterioracdo controlada, foram coletadas de cada um dos trés lotes
selecionados (L1, L2 e L3). A partir dessas foi conduzido um ensaio fatorial avaliando-se as
combinac@es dos seguintes fatores: tempo de pré-embebicéo (12h, 24h e 48h), concentracdo de
2,3,5 — trifenil cloreto de tetrazolio (0,25 g.L2, 0,50 g.L e 0,75 g.L ™) e tempo de imers&o em
solucdo de tetrazélio (2h, 4h e 18h). Posteriormente, as sementes foram segmentadas por corte
transversal e a anélise da atividade respiratéria das sementes foi realizada de maneira

qualitativa.

Teste de germinagdo: Para cada um dos cinco lotes, quatro amostras de 25 sementes foram
submetidos ao teste de germinacdo. As sementes foram distribuidas entre duas folhas de papel
Germitest previamente umedecidas com 2,5 vezes seu peso em volume de agua destilada,
enroladas e sobrepostas com uma terceira folha do mesmo papel umedecido (“Chapéu”). As

amostras foram acondicionados em germinador da marca ELETROIlab®, com temperatura
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ajustada para 25 °C e umidade proxima a capacidade de campo durante 11 dias. As amostras
foram avaliadas, com intervalos de 24h, para contagem da germinacdo fisioldgica (protrusdo

radicular).

Anélise de plantulas: Apos o 11° dia de avaliagdo, as plantulas foram retiradas do germinador
e submetidas a andlise fotografica computadorizada com auxilio do hardware GroundEye®
onde, além dos 20 tratamentos referentes ao teste de germinacdo, plantulas de diferentes
estagios de desenvolvimento inicial foram submetidas para a elaboracdo de uma representacao
ilustrativa da germinacdo de sementes de moringa. Posteriormente, comprimentos de raiz
primaria e hipocétilo foram mensurados em todas as plantulas consideradas normais pela

avaliacdo de vigor dos lotes de semente avaliados.

Atividade enzimética de sementes armazenadas: ap0s 1.020 dias de armazenamento foram
coletadas, para cada lote, amostras de 5 sementes representativas para analise enzimatica. As
sementes foram maceradas em nitrogénio liquido com adicdo de 50% de Polivinilpirrolidona
(PVP) em moinho de facas elétrico, sendo entdo identificadas e armazenadas em tubos de 15
ml em ultra-freezer com temperatura aproximada de -80°C até a realizacdo das analises. Para
cada lote, foram utilizadas trés repetices bioldgicas. Para a extracdo das enzimas foram
utilizados 200 mg do material macerado e 1500 pL da solucdo tampéo da extracdo contendo
100 mM de fosfato de potassio, 0,1 mM de EDTA, 10 mM de &cido ascérbico, conforme
metodologia sugerida por Biemelt et al. (1998). A mistura foi homogeneizada em vortex por
um minuto e entdo centrifugada a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado
e acondicionado em gelo até que fossem realizadas as avaliacdes de atividade enzimatica
conforme protocolos que seguem. Todas as leituras foram realizadas em equipamento Enzyme-
Lynked Immunosorbent Assay (ELYSA), da marca BioTek®. Foram avaliadas as seguintes

enzimas:
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a. Ascorbato peroxidase (APX): foram pipetados 9 pL de sobrenadante para cada amostra
bioldgica, e inseridos em placa do tipo Corning Half Area. Foi entdo adicionado 162 L de
solucdo contendo 100 mM de fosfato de potéssio pH 7,0; 0,5 mM de &cido ascérbico. A
solucdo foi previamente incubada em banho-maria a 30 °C. Em seguida, 9 pL de peroxido
de hidrogénio (2 mM) foram adicionados a mistura (concentracdo final 0,1 mM). A
absorbancia foi mensurada a 290 nm, em intervalos de 15 segundos em equipamento
ELISA, segundo metodologia sugerida por Nakano e Asada (1981). Os trés primeiros pocos
consistiram em amostras brancas, em que se adicionou &gua ultrapura em substituicdo as
amostras de enzimas.

b. Catalase (CAT): foram pipetados 9 pL do extrato de enzimas em placa do tipo Corning Half
Area, onde os trés primeiros pocos foram constituidos de amostra branca (agua ultrapura).
Para cada reagdo foram adicionados 90 pL de solugdo contendo 100 mM de fosfato de
potéssio previamente incubado em banho-maria a 30°C. No momento da leitura, 9 pL de
perdxido de hidrogénio foram adicionados a solucdo (concentracdo final: 12,5 mM). A
absorbancia foi mensurada a 240 nm, em intervalos de 15s, realizada no equipamento
ELISA, seguindo metodologia sugerida por Havir e McHale (1987).

c. Superéxido dismutase (SOD): em placa visivel de fundo redondo, foram pipetados 10 pL
de agua destilada nos trés primeiros poc¢os, correspondentes a amostra branca. Nos po¢os
seguintes 10 pL do sobrenadante foram adicionados ao mix do tampéo de incubacdo
constituido de 50 mM de fosfato de potassio, 14 mM de metionina, 0,1 uM de EDTA, 75
UM de NBT e 2 uM de riboflavina. O mix foi protegido da luz até o0 momento de aplicacdo
sobre a placa, quando foi mantido em luz fluorescente por 7min para que a reacéo
acontecesse. A absorbancia a 56 nm foi realizada em aparelho ELISA, seguindo

metodologia sugerida por Giannopolitis e Ries (1977).
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Andlises estatisticas: os dados foram estatisticamente submetidos a anélise de variancia
(ANAVA), e aplicado o teste de Tukey para comparacdo das médias dos tratamentos com um
nivel de 5% de significancia utilizando o software SISVAR (Ferreira, 2011). A precisdo

experimental foi estimada com base no coeficiente de variagdo (CV).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fenologia da Germinacao de Sementes de Moringa

A obtencdo das imagens para a elaborar uma fenologia da germinacao de sementes de moringa
foi realizada com a retirada de sementes imaturas de frutos em fase final de enchimento de
grdos e durante os 11 dias em que essas foram submetidas a embebicdo em cémara de
germinacdo. Apds esse periodo, com o auxilio do software Groundeye®, foi possivel

estabelecer um padrdo do desenvolvimento fenoldgico de plantulas de moringa.

A figura a seguir ilustra as transformacgdes fisiol6gicas que ocorreram durante o
desenvolvimento da semente imatura até o estabelecimento da plantula no momento de sua
germinacdo agrondmica, quando o eixo hipocétilo torna-se visivel no campo ou em casa de

vegetacao.
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Figura 1. Estadios de desenvolvimento de sementes vidveis de Moringa oleifera avaliados pelo
periodo de 11 dias. Da esquerda para a direita, semente imatura, protrusdo da radicula,
desenvolvimento da raiz priméria, desenvolvimento inicial do hipocotilo e raizes
secundarias, alongamento hipocotilo e raizes secundarias, ramificacdo raizes
secundarias, geotropismo positivo da coifa na raiz primaria.

Com o paréametro de desenvolvimento fenoldgico acima, é possivel acompanhar o teste de
germinacao de diferentes lotes de sementes de moringa, comparando-se os estadios da amostra
com os observados nesta imagem, que foi obtida através de sementes vidveis em condicdes
ideais para a germinacéo.
Teste de Tetrazolio

Para avaliar a atividade bioquimica de sementes e inferir sua viabilidade a campo, o teste
topografico de tetrazolio € realizado pela embebicdo de sementes em uma solugéo de 2, 3, 5
trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio. O contato deste reagente com a desidrogenase do acido

malico produzida no processo respiratorio das celulas vivas resulta no trifenil formazan, um
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composto estavel de coloragdo avermelhada, que permite a distin¢do de tecidos vivos e mortos

no interior das sementes (Brasil, 2009a).

Com o teste de tetrazdlio, o analista de sementes é capaz de identificar rapidamente sementes
dormentes, duras, mortas ou ofegantes, de acordo com a intensidade da coloragdo que se
manifesta em determinadas areas do endosperma. Para tal, é necessario identificar a
concentracdo de tetrazolio, o tipo de corte para evidenciar o embrido, se necessario, e o tempo

de embebigdo para viabilizar a analise de cada espécie vegetal.

Sementes desaladas foram avaliadas de maneira qualitativa, demonstrando que dentre 0s
tratamentos avaliados, o método que permitiu a melhor avaliacdo dos lotes com qualidades
fisioldgicas distintas foi 0 que se utilizou de pré-embebicdo de 24h, seguida da imersdo em

solucdo de tetrazolio na concentracdo de 0,5 g/L por duas horas.

Ap0s o tempo de reacdo, foi realizado o corte transversal em algumas sementes para exposicao
do embrido, sendo observada a coloragdo caracteristica de atividade respiratoria normal em
sementes dos lotes mais vigorosos (Figura 2A). Realizando-se 0 mesmo procedimento em
sementes dos lotes mais deteriorados, foi observada uma coloracdo mais intensa, caracteristica
de sementes “ofegantes”, com atividade respiratéria elevada (Figura 2B). Também foram
retirados os tegumentos de sementes representativas de ambos os lotes. As imagens (Figura 2)
demonstram que o reagente foi capaz de permear pelo tegumento normalmente, sem a
necessidade de retirada prévia do tegumento ou segmentacdo de sementes de moringa para a

realizacdo do referido teste fisiologico.
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Figura 2. Corte transversal em sementes de moringa, (A) sementes de boa qualidade e (B)
sementes com atividade respiratdria excessiva, apds reacdo por duas horas em
solucdo de tetrazolio.

indice de Velocidade de Germinag&o

O indice de velocidade de germinagdo foi mensurado pela avaliacdo de todas as unidades
amostrais de cada lote. Todas as sementes foram avaliadas diariamente, ap6s a entrada dos lotes
no germinador, encerrando-se a contagem apos um periodo de 240h. O gréfico a seguir (Figura
3) ilustra a influéncia da deterioracdo controlada no indice de germinacdo fisioldgica,
caracterizada pela protruséo radicular, das sementes que pertenciam aos diferentes lotes de
sementes de moringa avaliados, de maneira que o nivel de estresse térmico ao qual as sementes
foram submetidas se deu em ordem decrescente. O Lote 1 (L1) recebeu o maior nivel de
deterioracdo controlada, com 96h em BOD (42°C), o Lote 3 (L3) representa o tratamento
intermediario, com 48h em BOD (42°C) e o Lote 5 (L5) ndo foi submetido ao tratamento

térmico.

De acordo com os resultados obtidos, os Lotes 1 e 2 tiveram comportamento semelhante e
corresponderam aos menores indices de velocidade de germinagdo em comparacao aos demais.
Também foram encontrados os menores indices de germinacdo fisiologica para estes

tratamentos, que atingiram cerca de 60% ao final da contagem.
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Os Lotes 3 e 4, que foram submetidos a 48h e 24h de deterioracdo controlada, respectivamente,
apesar do estresse abiotico, apresentaram indices de germinacao fisioldgica superiores a 80%,

que ainda permitem sua utilizagdo em campos de cultivo.

O Lote 4, apresentou desempenho superior aos demais lotes submetidos a deterioracdo
controlada, com indices de germinacao superiores a 90% a partir do quinto dia de contagem. O
resultado permite inferir que a deterioracdo controlada promovida nos lotes influenciou o vigor
das sementes de moringa. Como esperado, o Lote 5, de sementes que nao foram submetidas a

deterioracdo demonstrou os maiores indices de uniformidade e germinacdo fisioldgica

avaliados.
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Figura 3. Germinagdo fisioldgica de sementes de Moringa oleifera submetidas a diferentes
niveis de deterioragdo controlada.

Teste de Germinagéo

Com a distingdo de um lote de sementes viaveis em cinco lotes com diferentes niveis de

deterioracdo controlada, foi possivel estabelecer um parametro da influéncia dos tratamentos
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na germinacao das sementes de moringa, e sua capacidade de gerar plantulas normais (Figura

4).

Os lotes de sementes L1 e L2, mais deteriorados, resultaram em maiores nimeros de sementes
duras (Figura 4A), ou seja, que ndo se mostraram entumecidas apés o periodo de embebicéo, e
menores nimeros de sementes germinadas fisiologica (Figura 4C) e agronomicamente (Figura
4D) em comparagdo com as demais. Os lotes L3, L4, e L5 também apresentaram desempenho
estatisticamente semelhantes para o0s pardmetros de qualidade de semente citados

anteriormente.
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Figura 4. Numero de (A) sementes duras, (B) sementes anormais, (C) sementes com germinacdo
fisiologica e (D) sementes com germinacdo agronémica avaliadas ap6s 264h em

camara de germinacdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (95%).

Com o uso do Software GroundEye® foram mensurados 0s comprimentos de raiz primaria e

eixo hipocétilo para cada uma das unidades amostrais, que foi feito manualmente sobre as
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imagens digitalizadas. Os resultados (Figura 5) indicam a influéncia da deterioragdo na

qualidade de sementes de moringa e nos atributos de qualidade fisioldgica das plantulas.

Como indicado na Figura 5, 0 comprimento da raiz priméaria sobre as plantulas normais foi
estatisticamente igual para todos os lotes independentemente do nivel de deterioracdo
controlada imposta sobre as amostras. O desenvolvimento do eixo hipocotilo se mostrou
superior para os lotes L3, L4 e L5, indicando que as sementes de moringa avaliadas se
mostraram resistentes a deterioragdo controlada a niveis intermediarios. Para 0s niveis mais
severos de estresse térmico, houve prejuizo acentuado do desenvolvimento da parte aérea, como
observado nos lotes L1 e L2, assim como para o0 comprimento total das plantulas. A relagéo
entre raiz e hipocotilo, porém, se mostrou estatisticamente igual para todos os tratamentos,
indicando que ndo ha priorizacdo de metabdlitos para o sistema radicular ou parte aérea em

consequéncia da deterioragdo de sementes por aumento da temperatura.
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Figura 5. Desenvolvimento inicial de lotes de sementes de Moringa oleifera submetidos a
diferentes niveis de deterioracdo controlada ap6s 240h em germinador. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro dos mesmos parametros, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (95%).

Uma imagem das repeti¢cdes mais representativas de cada lote estd apresentado na Figura 6 e 7,
onde € possivel identificar as sementes que ndo apresentaram protrusdo radicular (sementes
duras), aquelas que ndo geraram um desenvolvimento radicular e ou do eixo hipocétilo
considerado normal (plantulas anormais), e as plantulas que, ap6s o periodo de 11 dias em
condigdes ideais para a germinagdo demonstraram o desenvolvimento esperado de raiz e parte
aérea, consideradas, portanto, plantulas normais. A imagem mostra que o estresse abidtico
ocasionado pelo aumento da temperatura influencia na qualidade e viabilidade de lotes de
sementes de moringa, sobretudo para os lotes L1 e L2, que demonstraram um desenvolvimento

a quem do potencial ilustrado na Figura 1.

Os lotes L3 e L4, apresentam a maioria das plantulas com desenvolvimento semelhante ao
observado no lote L5 (figura 7), que representa sementes de moringa que ndo foram submetidas
a deterioracdo controlada, indicando que as sementes de moringa tém a capacidade de suportar
0 aumento excessivo de temperatura até certo ponto, a partir do qual a sua viabilidade passa a

ser comprometida de maneira mais significativa
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Figura 6. Amostra representativa dos lotes de moringa submetidos a deteriora¢do controlada.
Lote 1 (A), Lote 2 (B), Lote 3 (C) e Lote 4 (D).

Figura 7. Amostra representativa do lote L5, que n&o foi submetido a deterioragéo controlada.

Atividade enzimética

Apos a realizagdo dos testes de germinagdo, as sementes foram novamente armazenadas em
camara fria para a avaliacdo de sua capacidade de resistir ao armazenamento em camara fria

com temperatura controlada para reduzir o efeito da oxidacdo em lotes de sementes, e testes
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bioquimicos foram realizados para mensurar a atividade enzimatica ap0s 12 meses nestas
condic@es. Os gréaficos seguintes (Figura 8, 9) mostram a atividade enzimética dos lotes L1, L2,

L3, L4 e L5 de sementes de moringa a niveis decrescentes de deterioracdo controlada.

A Superdxido dismutase (SOD) é a primeira enzima envolvida nos processos de defesa contra
estresses abidticos e 0s danos provocados por espécies reativas de oxigénio, como o peréxido
de hidrogénio (H202), que acometem as espécies vegetais (Zhang et al., 2021). Na Figura 8
pode-se observar que houve uma reducdo acentuada na atividade da enzima SOD em
consequéncia dos estresses abidticos aos quais os lotes de sementes de moringa foram
submetidos, de maneira que somente o L5, que representa o tratamento em que ndo houve
imposicdo de temperatura elevada, demonstrou concentragdes relevantes dessa enzima. Todos
os lotes de sementes que passaram pelo processo de deterioracdo controlada reduziram de
maneira significativa os teores da enzima SOD em seus tecidos a niveis proximos a
neutralidade, indicando a sensibilidade de sementes de moringa para a manutencdo desta

enzima em condi¢Oes inadequadas.



41

290 T

240 T

140 +

S0 T

a0 L
30 T

Adividade da Superoxido Dismutase (17 SOD min-1 -1 ME)

b
5 1 T
20 1 b
15
10 T

b
E
b

0 ' ' : : i

11 12 13 L4 L5

Figura 8. Atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD) em cinco lotes (L1-L5) de
sementes de Moringa oleifera ap6s armazenamento em camara fria. Médias seguidas
pela mesma letra, dentro dos mesmos parametros, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (95%).

Avaliando-se as enzimas Ascorbato Peroxidase (APX) e Catalase (CAT) (Figura 9), observou-
se, para todos os tratamentos, uma presenca relevante dos niveis dessas enzimas, que
representam uma resposta eficiente das sementes desta espécie em lidar com estresses abidticos
apos longos periodos de armazenamento. A atividade da APX (Figura 9A), foi estatisticamente
semelhante para todos os tratamentos avaliados. A APX é uma enzima fundamental para o
metabolismo antioxidante das plantas, e controlam os niveis de espécies reativas de oxigénio,
envolvendo-se na resposta a estresses abidticos aos quais o vegetal € submetido. Estando
presente no apoplasto das células, regula as enzimas que se associam a parede celular,

eliminando o H>O em regiBes onde a enzima Catalase ndo esta presente, reduzindo o processo
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oxidativo que caracteriza a deterioragdo natural de sementes e consequente reducdo do seu

desempenho agrondmico (Corbineau, 2012).

A atividade da CAT (Figura 9B) foi significativamente inferior apenas no lote de sementes L1,
que recebeu os maiores niveis de deterioracdo controlada. A enzima CAT é encontrada nas
organelas citoplasmaticas das plantas, como glioxissomos e peroxissomos, e degradam o
peroxido de hidrogénio rapidamente. A CAT é a Unica enzima degradante de H202 que néo
exige um consumo excessivo de redutores celulares para promover a degradacao do peroxido
de hidrogénio, sendo um catalizador eficiente formado pelas plantas em condicOes de estresse

(Eisvand et al., 2016).
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Figura 9. Atividade das enzimas Ascorbato Peroxidase (A) e Catalase (B) em cinco lotes (L1-
L5) de sementes Moringa oleifera apds armazenamento em camara fria. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro dos mesmos parametros, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (95%).

Mostrou-se ser possivel analisar a viabilidade das sementes de Moringa oleifera pelo teste
bioquimico realizado ap0s pré-embebicdo em agua destilada pelo periodo de 24h, seguida de
imerséo em solucdo de 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazdlio na concentragdo de 0,5
g/L, sequido de corte transversal das sementes sem a necessidade de remoc¢éo do seu tegumento.
Utilizando este procedimento, a intensidade da coloracdo promovida pela atividade respiratoria
das sementes em contato com o reagente permite a inferéncia de parametros qualitativos que

representam a sua capacidade de gerar plantas com potencial desempenho agronémico.
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Os ensaios germinativos realizados nos cinco lotes de sementes de moringa que receberam
diferentes niveis de deterioracdo controlada permitem ainda, concluir que as sementes de
moringa sdo tolerantes ao estresse abidtico promovido pela temperatura excessiva por um
periodo de até 48h preservando a qualidade do lote a niveis satisfatorios. Em se tratando da
atividade enzimatica relacionada com a resisténcia de sementes a degradacdo promovida por
estresses abidticos, ndo houve influéncia da deterioracdo controlada a qual as sementes foram
submetidas na expressdo da enzima APX, ja paraa CAT, as atividades foram semelhantes entre
os lotes avaliados, com excecdo daquele que foi exposto por maior periodo ao processo de
deterioracdo. A presenca destas enzimas ocorre em nivel relevante mesmo ap6s 12 meses de
armazenamento em camara fria. No que se refere a enzima SOD, essa se mostrou sensivel a
deterioracdo controlada, de maneira que sua presenga em niveis relevantes se deu somente no

lote de sementes que ndo foi submetido a deterioracdo controlada.

Concluséao

» O teste de tetrazolio foi eficiente na avaliacdo da atividade respiratéria de sementes de
moringa.

» O estresse térmico influenciou a germinacdo e desenvolvimento de plantulas de sementes
de moringa.

« Sementes de moringa podem ser armazenadas por mais de 2 anos.

« A atividade da enzima SOD em sementes de moringa € significativamente reduzida pelo
aumento da temperatura.

« A atividade da enzima APX permanece inalterada em sementes de moringa submetidas ao
aumento de temperatura a nivel de estresse abiotico, ocorrendo redugéo significativa apenas
no nivel de deterioracdo controlado mais severo utilizado.

« A atividade da enzima catalase mostrou-se estatisticamente indiferente ao estresse abiotico

causado pelo aumento da temperatura.
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Main Conclusion

Aqueous and/or alcoholic Moringa oleifera leaf extracts supports plant nutrition as
biofertilizer and biostimulant for organic specialty crops. Enhancement of plant yield,

shelf life, and the quality of harvested products have been reported.

Abstract

Plant-derived extracts have been intensively researched as a new bioresource to serve the organic certified specialty
crops market. In addition to chemical fertilizers, synthetic plant growth promoters and regulators are widely
employed in conventional agriculture to achieve better yield-related parameters. Moringa (Moringa oleifera
Lamarck) a fast-growing and nutrient-dense perennial tree that is gaining momentum as a superfood throughout
the world. Source of minerals, vitamins, protein, amino acids, glucosinolates, and several bioactive compounds,
moringa leaves are reported to be beneficial for plant nutrition enhancing productivity, sanity, and quality of many
crops. Regarding the potential benefits for agricultural purposes, moringa leaf extracts can act as an alternative to
synthetic plant growth promoters once it’s been shown to accumulate phytohormones. As the nutritional value of
moringa is well reported, researchers are evaluating the methods that must be employed for achieving the best
results with Moringa Leaf Extracts — MLE to promote gains over specific crops. There is a range of possible uses
for such extracts in agriculture, that goes from seed priming to mold control of storage foods, covering all stages
of plant development until its consumption. Here, we aim to provide an updated review on moringa leaf extracts
and their potential as a biofertilizer and plant growth promoter for organic cultivated specialty crops.



Introduction

Food security is a major concern of modern
society that can only be achieved in the long term by
developing sustainable farming methods. All crops
demand considerable amounts of the macronutrients
nitrogen (N), phosphorus (P), potassium (K),
calcium (Ca), magnesium (Mg), and sulfur (S)
(Maathuis, 2009) as well as micronutrients like
boron (B), chlorine (CI), cobalt (Co), copper (Cu),
iron (Fe), manganese (Mn), molybdenum (Mo), and
zinc (Zn), equally essential for plant development,
despite the lower requirements. Respecting plant
nutrition, the availability of all essential nutrients is
mandatory for plant development, which is limited
by the most restricted mineral (Baligar et al. 2001).

According to the USDA specialty crops are fruits
and vegetables, tree nuts, dried fruits, horticulture,
and nursery crops, including floriculture (Fuchs
2021). The term includes several crops, especially
those freshly consumed by humans. Commodity
vegetables such as grains, oilseed crops, forages, and
fiber crops are not considered specialty crops. As
minerals and petroleum-based inputs are both
limited sources on which agriculture relies, there is
rising demand for bioresources that can substitute
the conventional products applied during the
development of plants, allowing a less centralized
market and its sustainability. Plus, the raising
demand for organic certified food products that, as
well as the consumption of specialty crops,
represents the search for a healthier feeding habit.

Considering Liebig’s theory of plant nutrition,
where the yield is limited by the nutrient in the
smallest amount, the nutritional value of any food
equally depends on the soil fertility to reach its
potential (Van der Ploeg et al. 1999). In organic
farming, the soil food web comprehends organic
sources of essential minerals and microorganisms
that mediate their availability at the root zone
(Ludovic et al. 2015). For a specialty crop to reach
its nourishment potential, it is necessary to provide
its nutritional demand over all the plant development

Compounds of interest

A healthy plant has all the nutrients available for
metabolizing the substances of the species over its
development. The attributes of soil, plant and
cropping systems affect plant growth. Production or
productivity depends on several variables related to
the environment, soil, and other factors (Baligar
2001). Seventeen elements are essential for plant
growth and development: Carbon (C), Hydrogen
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stages. Each nutrient behaves differently when it
comes to its mobility in both soil and plant. Some
minerals like P, Mg, and Zn are immobile in the soil,
while others like Ca and B are immobile within the
plant, which needs to be considered when deciding
over the method and time of application for specific
reasons (Havlin 2020).

Biofertilizers keep the soil web rich in all kinds
of macro and micronutrients. The concentrations of
nutrients in natural resources are considerably lower
than in conventional fertilizers, where the essential
minerals are concentrated in the mineral form.
Researchers are constantly studying the interactions
between plants, soil, and the different nutrients to
shed light on their interrelationships, thus providing
new possible ways to develop them for agricultural
purposes. This agricultural innovations on
biofertilizers and the use of microorganisms in
agriculture could result in better utilization of soil
and natural resources. Thus, improving the use of
plant nutrients is a must to secure higher yields and
sustainable production of specialty crops.

Moringa  (Moringa  oleifera Lamarck,
Moringaceae) is a horticultural tree that is gaining
momentum due to its nutrient-dense profile,
gathering all the essential nutrients demanded by
plants, along with other compounds of interest, such
as biostimulants, plant growth promoters, phenolic
compounds, and amino acids. Indications of moringa
leaf extracts - MLE as growth and yield-enhancing
effects along with an amelioration effect on plant
physiology under abiotic stresses (e.g. drought and
salinity), justifies its consideration as an alternative
to synthetic agrochemicals for improving crop yield.
Aqueous MLE’s are easy to prepare, cheap, and
environmentally safe, and have been used effectively
by farmers as a biostimulant to enhance the growth
and yield of various crops (Malik 2021). MLE is
considered a good alternative source for inorganic
fertilizers due to the leaves being high in protein,
essential amino acids, and minerals (Yasmeen et al.
2013).

(H), Oxygen (O), Nitrogen (N), Phosphorus (P),
Potassium (K), Calcium (Ca), Magnesium (Mg),
Sulfur (S), Boron (B), Chlorine (CI), Cuprum (Cu),
Iron (Fe), Manganese (Mn), Molybdenum (Mo),
Nickel (Ni) and Zinc (Zn). Some elements are
beneficial to most plants: Silicon (Si), Selenium
(Se), and Cobalt (Co). The essential nutrients are
classified into macro and micronutrients due to the
quantity in which they’re demanded by the crops.



The macronutrients (N, P, K, Ca, Mg, and S) are
required in higher amounts than micronutrients (B,
Cl, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, and Zn), although being
equally important. Each one of these elements
performs specific functions on plant development
and metabolism (Barker and Pilbeam 2015).

Due to its chemical structure, mineral elements
have different forms of absorption. Some of them
have great mobility within the plant, going from
older leaves to a new one or fruit when needed, while
others don’t move at all after being absorbed by the
plant (Jones and Jacobsen 2005.) Such
characteristics justify the employment of foliar
applications or fruit spraying over specific stages of
plant growth, depending on the nutrient that shall be
provided. In general, N, P, K, and Mg are of high
mobility and redistribution within the plant, S, Cu,
Fe, Mn, Zn, and Mo has low mobility, and Ca, along
with B are not movable at all, being only possible to
be provided to a developed plant trough directly
spray (Marschner 2011.).
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In addition to mineral fertilizers, several organic
compounds have been researched as alternatives to
more suitable and sustainable plant nutrition and
growth promotion. Such products are known as
biostimulants, diverse  substances, including
microorganisms, that are applied to plant, seed, soil,
or other growing media that may enhance the plant’s
ability to assimilate nutrients or provide benefits to
plant development. Plant biostimulants are defined
by their functions and the capacity of enhancing
nutrition efficiency, abiotic stress tolerance, crop
quality. Furthermore, they contribute to sustainable,
high input low input productions (Du Jardin 2015).

Moringa leaves and their leaf extracts gather a
wide profile of mineral elements, phytochemicals,
plant growth promoter hormones, and biostimulants
that can perform the enhancement of any crop
throughout foliar and or soil applications. Moringa
leaves contain all the macronutrients in significant
amounts, but the composition of MLE varies with
the extraction method (Table 1).

Table 1. Mineral composition of Moringa oleifera leaves and the leaf extracts.

Macronutrient (%)  Fresh Leaves

Dried Leaves

Aqueous extract **  Ethanolic extract

Nitrogen * 0.01 4.85 0.31 4.37
Phosphorus 0.07 0.30 0.61 0.39
Potassium 0.26 15 2.77 0.11
Calcium 0.44 3.65 0.87 24
Magnesium 0.04 0.5 0.6 0.45
Sulfur 0.14 0.63 0.26

Reference Godinez-Oviedo Moyo et al. (2011) El-Mageed et al. Fuglie, (1999)

etal. (2016)

(2017)

* Nitrogen values were adapted from Protein levels according to the conversion factor of Merril and Watt (1973).

** Approximate components of MLE on a dry weight basis.

The leaf extract composition varies due to the
method of extraction, the harvested material, and the
storage conditions. Garcia-Beltran et al. (2020)
when comparing aqueous and ethanolic Moringa
oleifera extracts, discovered that total phenolic and
cyanogenic glycosides are higher within the aqueous
extract, whilst flavonoids, saponins, and tannins
concentrations are considerably higher in the
ethanolic MLE.

Phytochemical screening of MLE's showed a
greater abundance of phenolic and cyanogenic
glycosides in aqueous than in ethanolic extracts,

characterized by several flavonoids, condensed
tannins, and saponins. In addition, the aqueous
extract showed a marked cytotoxic effect on both
SAF-1 (at doses above 0.01 mg mL— 1) and PLHC-
1 (at doses above 0.25 mg mL— 1) cell lines. The
ethanolic extract improved the viability of SAF-1
cells and decreased the viability of PLHC-1 cells
when used at higher concentrations. Ethanolic and,
particularly, the aqueous extracts showed significant
bactericidal activity on pathogenic Vibrio
anguillarum and Photobacterium damselae strains.
Screening of the main bioactive compounds of both
aqueous and ethanolic M. oleifera leaf extracts, a



marked difference was found on cyanogenic
glycosides and phenolic compounds, where aqueous
extract had a higher content than the methanolic
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extract. However, the ethanolic extract’s flavonoid,
tannin, and saponin contents were higher than in the

agueous extract.

Condensed tannins
(g CE 100 g’ extract) T

Total flavonoid %
(mg QCE gm™ extract)

-»- Aqueous

Cyanogenic glycosides
30 (mg 100 g extract)

+- Ethanolic

Total phenolic
~ (mg GAE gm™ extract)

\ Total saponin
(mg 100 gm™ extract)

Fig. 1 Phenolic compounds concentration of aqueous and ethanolic Moringa oleifera leaf extracts. Adapted from

Garcia-Beltran et al (2020).

Phenolic compounds comply with the plant’s
defense to abiotic stresses, such as the resistance to
cold and heat environments. Thermal stresses induce
the accumulation of phenolics in the plants, reducing
the oxidation and activating the biosynthesis of
phenolic compounds (Rivero et al. 2001). The soil
application of MLE can stimulate plant growth and
the arbuscular mycorrhizal fungus colonization,
helping the root system to grow deeper, enhancing
the assimilation of nutrients (Fries et al. 1997).

Flavonoids, on the other hand, perform a role as
defense compounds against herbivory and fungal
diseases. They can behave as toxins, reducing
digestibility or as an antifeedant for insects, as well
as crosslinking of microbial enzymes. Flavonoids act
by inhibiting cellulases, xylanases, and pectinases
forming a hard structure that suits as a physical
barrier against pathogen attack (Treutter 2006).

It can be advisable to use ethanolic MLE spray
over leaves and fruits of specialty crops when the
aim is to perform plant’s defense against plagues and
diseases, whilst the aqueous MLE shall be chosen for
the application over the root area, to enhance the
plant ability to deal with abiotic stresses. By
spraying the aqueous MLE as a biostimulant for

squash plants under deficit irrigation, EI-Mageed et
al. (2017) found the improvement of water use
efficiency and the amelioration of the physio-
biochemical attributes. Such result was related to the
presence of osmoprotectants components like
proline and other amino acids, ascorbic acid,
phytohormones (auxin, gibberellin, and cytokinin)
combined with the essential nutrients found at the
MLE. Phytohormones are Plant Growth Regulators
- PGRs interfere directly and specifically with the
natural hormone system of higher plants. They are
widely used in modern agriculture by their synthetic
analogs.

The use of diluted aqueous Moringa Leaf Extract -
MLE (3.3%) by foliar application has shown to delay
leaf senescence, improving late sown wheat
performance (Yasmeen et al. 2013). The growth-
promoting role performed by moringa leaves was
mentioned in a Preliminary Report by Basra and
Lovat (2016), when fully expanded moringa young
leaves were investigated for the concentration of
cytokinin, gibberellin (GAs), abscisic acids (ABA),
and their metabolites. Although the interaction
among different hormones added to the complexity
of the hormonal system in higher plants makes it
difficult to infer over a specific performance of PGR,



the higher concentration of ABAs and auxins
suggests the role played by MLE when it comes to
their effect over dealing with biotic stresses.
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Table 2. Concentrations of Absicis acids - ABA and their metabolites in young fully expanded moringa leaves.

Abscisic Acid Abbreviation Concentration (ppb)
Phaseic acid PA 2.794
Abscisic acid - glucose ester ABAGE 1.429
Dihydrophophaseic acid DPA 485
Cis - Abscisic Acid ABA 838
Neo - Phaseic acid neo - PA 54
7’ - Hydroxy - abscisic acid 7°0OH - ABA 13
Trans - Abscisic acid t-ABA 16

Basra and Lovatt, 2016 (adapted).

The plant hormone Abscisic acid - ABA was found
as seven different metabolites within Moringa
oleifera leaves, they play a major role in protecting
plants against drought stress when they influence the
stomatal closure mediated by Calcium and
Potassium, both nutrients likewise available at
moringa leaves and their extracts. ABA regulates
many agronomic aspects of plant development by
inhibiting the phase transitions of seeds and plants,
along with the mediation of physiological responses
to environmental stresses by controlling the stomatal
closure (Finkelstein 2013).

Phaseic acid can be converted from abscisic acid by
the effect of zeatin, which reduces flower abscission.
The effect of this plant hormone was reported by
applying the aqueous MLE 3% over full bloom
stage orange trees, achieving the highest results for
both the yield and juice percentage. This extract had
significant effects on leaf percentage and its mineral
content, although the application has also increased
acidity and gave a less firm peel (El-enien et al.
2015).

Amino acids are precursors for many plant
hormones, The most common form of auxin within
moringa leaves is conjugated with aspartate and
glutamate, which are considered the starting point
for Indole Acetic Acid catabolism (Basra and Lovatt
2016). As opposed to ABA that acts mainly
overgrowth inhibition; the auxin and their
metabolites are directly involved with plant tropism.
The changes of phytohormonal content (auxins,
gibberellins, and cytokinins) have been shown to
increase progressively by using aqueous moringa

leaf and twigs extract over rocket plants (Abdalla
2013).

By isolating the Plant Growth Promoters zeatin and

auxins from MLE to be used as a foliar spray, Foidl
et al (2001) accelerated the growth of several plants,
increasing the flowering, dry matter, fruit weight and
causing plants to be firmer and more resistant to
pests and diseases. This improvement of
agronomical parameters was due to the extract
obtained from the leaves of moringa in 80% ethanol,
which contains growth principles (i.e hormones of
the cytokinin type).
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Table 3. The concentration of Auxins and Cytokinins and their metabolites in young and fully expanded Moringa

oleifera leaves.

Auxin

Abbreviation

Concentration

Indole-3-acetic acid 1AA 37
N-(Indole-3-yl-acetyl) - Aspartic acid IAA - Asp 6955
N-(Indole-3-yl-acetyl) - Glutamic acid 1AA - Glu 194
Cytokinin Abbreviation Concentration
Isopentenyladenosine iPA 305
cis-Zeatin riboside c-ZR 180
trans-Zeratin riboside t-ZR 3
Dihydrozeatin riboside dhzZR 3
Isopentenyladenine 2iP 2

Basra and Lovatt, 2016 (adapted).

The presence of polyphenolic compounds,
carotenoids, and ascorbic acid (Vitamin C) in
moringa leaf extracts was reported to be responsible
for a more vigorous life span and longer shelf life of
harvested avocado fruits. In a bio fungicidal study on
antimicrobial properties, ethanolic MLE suppressed
mycelial growth, suggesting the alternative organic
post-harvesting coating treatment as a bio fungicide
(Kubheka 2020). This attribute is enhanced by
minerals like Calcium, which are better incorporated
at fruit peel by aerial spraying in comparison to root
zone application, thickening the cell wall (Madukwe
etal. 2013).

Moringa leaves and their leaf extracts contain
vital plant nutrients including all the essential
macronutrients, protein and amino acids, less
volatile sources of N in comparison with chemical
sources like urea and ammonium nitrate. N, P, K, Ca,
Mg and S are present in dried moringa leaves (Fuglie
2005; Olagbemide and Alikwe 2014; Verma and
Nigam 2014; Gopalakrishnan et al. 2016; Fokwen et
al. 2018). All the micronutrients are also found
within moringa leaves, including relatively high
levels of Fe and Zn that are particularly of interest to
biofortified crops, in which genetic breeding or
fertilization is performed towards the healthy
benefits to human consumption (Stadtlander and
Becker 2017). Plant protective compounds like
flavonoids, glucosinolates, and growth-promoting
phytohormones (abscisic acids, auxins, and
cytokinins) including Cis-Zeatin riboside (c-ZR) are
also prevalent within moringa leaf extracts.

Glucosinolates - GSL are sulfur and nitrogen-
rich, anionic, secondary metabolites converted from
myrosinase and found mainly in the plant order
Brassicales, such as cauliflower, broccoli, kale,

cabbage, mustard, and moringa (Clark 2010). The
role of GSL and their derivatives in plant defense is
well documented, as is the use of such bioactive
compounds for human health. The amount of GSL in
plants is regulated by the sulfur nutritional status, as
a decreasing sulfur (S) supply on plants results in a
decrease of free sulfates and glucosinolates
concentrations. This mineral can be provided
efficiently by soil or foliar spraying, as it is mobile
in both soil and the plant. GSLs are powerful tools
for plants with regard to biological interactions,
acting as attractants of certain insects, repellents to
plague insects and mammals, insecticides,
fungicides, and antimicrobial agents (Schnug 1990).
The GSL derivative isothiocyanate - ITC performs
toxicity to nematodes as they suppress Meloidogyne
javanica by the application of plant biomass at 2.9%
w/w to soil. Plant material that contains GSL
precursors of ITCs is the most toxic to nematodes
(Zasada and Ferris 2003). A rapid and efficient
method of Moringa leaf concentrate manipulation,
made by extracting fresh leaves with water, utilizes
naturally occurring myrosinase to convert GSL to
ITC, as a bioconversion that results in a 1.66% of
ITC level (Waterman 2014).

Methods of moringa leaf extraction

Regardless of the extraction method, it’s
fundamental to follow post-harvest techniques like
sanitation, selection, dehydration, and milling
carefully to preserve both quality and concentration
of compounds. By comparing the antibacterial
properties of different plant extracts, Ibrahim et al.
(2020) have concluded that all plants lost their
antibacterial activities after exposure to 55°C.
Proteins and vitamins can be degraded when



processed in high temperature or stored in sunlight
exposure.

Although dried leaf powder contains higher
concentrations of the nutrients found within moringa
leaves, some authors have been showing better
results by wusing fresh leaves extracts as
biofertilizers. Khan et al. (2021), working with a 3%
aqueous extract of fresh leaves, significantly
improved the gas exchange attributes, physiological
responses, enzymatic activity, and productivity of
basmati rice under drought stress conditions. The
foliar applications of MLE.

Farook and Koul (2020) manipulated an extract
with twenty grams of shade-dried leaves powder
suspended in 100 ml of solvent (distilled
water/ethanol) in conical flasks. The conical flasks
were kept on a rotatory shaker set at 200 rpm for 48
h at 30 °C. The extract was filtered through a filter
paper (Whatmann no. 1) and the solvent was
evaporated by using a rotator evaporator at 40 °C for
24 h and was later collected in labeled vials. The
extracts thus obtained were stored at 4 °C and
showed antioxidant, antibacterial, and PGP
properties.

A Moringa Leaf Ethanol Extract (MLEE)
protocol stated by Okechukwu et al. (2021) was
prepared by drying washed leaves at room
temperature (29-35 °C) for three weeks. The leaves
were then crushed using a high-speed milling
machine so the leaf powder could be dissolved in
absolute ethanol (1:1 w/v) for 48 h, being
subsequently filtered twice using a 2-um pore sterile
filter paper. The resultant ethanol extract was
concentrated using a rotary evaporator at leaves with
water, utilizes naturally occurring myrosinase to
convert GSL to ITC, as a bioconversion that results
in a 1.66% of ITC level (Waterman 2014).

Methods of moringa leaf extraction

Regardless of the extraction method, it’s
fundamental to follow post-harvest techniques like
sanitation, selection, dehydration, and milling
carefully to preserve both quality and concentration
of compounds. By comparing the antibacterial
properties of different plant extracts, Ibrahim et al
(2020) have concluded that all plants lost their
antibacterial activities after exposure to 55°C.
Proteins and vitamins can be degraded when
processed in high temperature or stored in sunlight
exposure.

Although dried leaf powder contains higher
concentrations of the nutrients found within moringa
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leaves, some authors have been showing better
results by wusing fresh leaves extracts as
biofertilizers. Khan et al (2021), working with a 3%
aqueous extract of fresh leaves, significantly
improved the gas exchange attributes, physiological
responses, enzymatic activity, and productivity of
basmati rice under drought stress conditions. The
foliar applications of MLE

Farook and Koul (2020) manipulated an extract
with twenty grams of shade-dried leaves powder
suspended in 100 ml of solvent (distilled
water/ethanol) in conical flasks. The conical flasks
were kept on a rotatory shaker set at 200 rpm for 48
h at 30 °C. The extract was filtered through a filter
paper (Whatmann no. 1) and the solvent was
evaporated by using a rotator evaporator at 40 °C for
24 h and was later collected in labeled vials. The
extracts thus obtained were stored at 4 °C and
showed antioxidant, antibacterial, and PGP
properties.

A Moringa Leaf Ethanol Extract (MLEE)
protocol stated by Okechukwu et al (2021) was
prepared by drying washed leaves at room
temperature (29-35 °C) for three weeks. The leaves
were then crushed using a high-speed milling
machine so the leaf powder could be dissolved in
absolute ethanol (1:1 w/v) for 48 h, being
subsequently filtered twice using a 2-pm pore sterile
filter paper. The resultant ethanol extract was
concentrated using a rotary evaporator at 50 °C. The
residual dried powder of the obtained MLEE was
7.83%, and the acquired crude concentrated extract
was further reconstituted (1 g of extract in 10 mL of
distilled water) to be preserved in a refrigerator at 4
°C until use.

Agqueous extract of moringa was prepared by
mixing 100 g of fresh leaves with 1 | of distilled
water, meanwhile, ethanolic extract of moringa was
made by mixing 100 g of fresh leaves with 1 | of 80%
ethanol. The obtained suspensions  were
homogenized, filtered by wringing using a mutton
cloth, and re-filtered using No. 2 Whatman filter
paper (Fuglie 2000). The extracts were diluted with
distilled water at 1:3 (25%) and 1:1 (50%) v:v and
then sprayed directly onto plants.

Sequential extractions of MLE used 95% ethanol
first in a leaf to ethanol ratio at 1:10 (w/v). Ethanol
was removed by evaporation and the volume of the
remaining solution was reduced to 500 ml under
vacuum at 50°C using a rotary evaporator. The
second extraction of the concentrated solution used
n-hexane five times for further extraction via a



separation funnel to deliver a solute, which after
dilution with deionized water (to the equivalent of 1
ml/g of fresh leaf material) delivered the “undiluted”
ethanol-hexane Moringa leaf extract (MLEehex).
Further dilutions with rainwater resulted in the 5%
(MLES5) and the 10% (MLE10) concentration used
in as a single foliar spray (at a rate of 70 I/ha) per
plot at tillering on wheat cv. Mace (Brockman et al.
2020).

Basta and Lovatt (2016) showed the efficacy of
bimonthly foliar and root applications of a moringa
leaf extract MLE (3.3% wi/v) was compared with two
synthetic types of cytokinin over cherry tomato. The
results endorsed the use of moringa as a plant growth
promoter, by showing similar results between MLE
and one of the synthetic hormones (trans-zeatin).
Generally, it appears that foliar application of both
aqueous and ethanolic moringa leaf extracts
significantly increases plant height, number of
branches/plants, and yield.

Moringa leaf extracts applications over
organic and specialty crops

Horticulture is an important branch of specialty
crops and includes pomology, olericulture,
floriculture, nursery, among others (Relf 1992). The
employment of MLE over specialty crops was found
in all of the phenological stages of crop
development, from seed priming to harvest,
including post-harvest techniques that aim to
improve the product’s shelf-life and quality.

Regarding pomology, the use of a 6% aqueous
MLE as a biostimulant increased the yield and fruit
quality of adult plum (Prunus salicina) trees.
Sprayings performed at full bloom stage, fruit setting
stage, and fourteen days after fruit setting stage
significantly overcome the average of both
productive and biochemical fruit quality. The
increase of fruit weight, firmness, color, Soluble
Solid Content, ascorbic acid, Titratable Acidity ratio,
anthocyanin content, antioxidant activity, along with
the higher setting and a lower dropping of fruits in
comparison to all other treatments was achieved.
(ShM. Thanaa 2017). The author attributed the
decrease of fruit drop to the content of protein,
vitamins, phenolics, sugar, minerals, gibberellins,
and cytokinins which specially regulate internal
mechanisms for controlling fruit sets and ovarium
abscission (Taloon and Zeevaart 1992).

The post-bloom application of a 3% MLE
improved the quality of early season matured grapes
(Vitis vinifera). As a comparison of the spraying
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effect over different phenological stages, The
application significantly increased leaf potassium,
iron, and zinc, cane length, leaf size, berry set,
berries per cluster, rachis length, size, and weight of
both cluster and berry in all of the tested cultivars
(Khan et al. 2020). Peach (Prunus persica)
responded greatly to the application of a 2% aqueous
MLE in matters of both productivity and quality
when applied during fruit setting (Bakhsh 2020).

The effect of aqueous MLE on the morphological
changes of pineapple (Ananas cosmus) seedlings
over its initial acclimatization stages. The best
morphological results were obtained by 12.5%
concentration over 72 hours of seedling immersion,
expressing no visible symptoms of diseases (Pérez-
Gomes et al. 2019).

Dr. Lowell Fuglie, when visiting the Biomasa
agricultural research program in Nicaragua, was able
to document the use of aqueous MLE over coffee
plants as a “green manure” and a Plant Growth
Hormone, as a technique that allows Coffea arabica
to grow on lowlands. To make the spray, they
recommend grinding young moringa shoots together
with water at the concentration of 10 kg of biomass
per liter of water. After filtered and diluted at a 1:32
ratio, around 25 mL of the solution can be applied
over each plant, at every stage of its development
(Fuglie 2000). Some of the positive effects caused
by such extract over specialty crops, according to
project Biomasa, was the greater yield of coffee (C.
arabica), with a larger bean size with a better
formation, peanut (Arachis hypogea), onion (Allium
cepa), cantaloupe  (Cucumis melo var.
cantalupensis) and bell pepper (Capsicum annuum).
They’ve also observed the increase of flowering in
cherry tomatoes (Solanum lycopersicum).

Edible coating with MLE has shown to be a post-
harvest alternative for the organic fruit industry. The
use of ethanolic MLE made with young fresh leaves,
according to Makker and Becker (1996)
methodology was used as coating treatment to
extend the shelf life of mango (Mangifera indica)
fruits up to six weeks The results provided by El-
Razek et al. (2019) showed that a 10% concentration
of such extract had a positive effect on reducing fruit
weight loss and decay, total acidity, lipid
peroxidation (MDA) content and increased both
vitamin C and the antioxidant activity, enhancing the
total phenols content. The antioxidative criteria,
measured by the activity of the PAL enzyme, total
phenols, and antioxidant activity were significantly
increased by the MLE coating previous to cold
storage. The same effect was observed by coating



avocado (Persea americana) fruits of two different
varieties (Hass and Fuerte) coated with MLE 1%
enriched with Chitosan (Carboxymethyl cellulose)
(Tesfay et al, 2017).

The bio fungicidal effect of MLE added to
carboxymethyl cellulose as a coating to avocado
fruits was also observed in ambient temperature.
Antimicrobial effect was observed in vitro by the
extract against fungi strains of Colletotrichum
gloeosporioides (Kubheka et al. 2020). Adding the
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aqueous MLE to hydroxypropyl methylcellulose
(HPMC) was effective to extend the shelf life of
orange (Citrus sinensis) storage in environmental
temperature  (Adetunji  2012). The treatment
containing MLE and HPMC reduced the weight loss
of the fruits, which kept market value over the seven
weeks of the trial. Losses of firmness and ascorbic
acid content were lower by using this coating
treatment technique.

Fruit mass loss (%)

~@— Control

—&— Moringa 2%
—&— M+CN 0.5%
~&— M+CN 1%
—¥— M+CMC 0.5%
- M+CMC 1%

Fuerte

A

Hass f

}/
0 7 14 21 28

Storage time (Days)

Fig. 2 The effect of Moringa Leaf Extract - MLE as a coating for improving the storage time of avocado fruits

(Tesfay et al. 2017).

Horticultural crops concern plants that are used
by people for food, medicinal purposes, and for
aesthetic gratification. Fruits are usually taken as
succulent parts of plants that are eaten as a dessert or
a snack, and vegetables are described as herbaceous
plants that are eaten raw or cooked during the meal.
Common usage can be at odds with botanical
nomenclature, and plants like tomato, cucumber, and
eggplant are considered vegetables despite the edible
portion being indeed a fruit (USDA 2014).
Olericulture is the branch of horticulture dealing
with the production of vegetables and herbs
(Bhattacharyya et al. 2018). There is a special
concern of customers to food poisoning when it
comes to horticultural crops and fruits, as they are
often consumed freshly, organic certified fruits and

vegetables are rising in consumption and there is a
search for natural molecules that can efficiently
substitute chemicals for plant defense.

The application of MLE over vegetable crops has
been constantly published over the last few years.
Ahmed and Asmaa (2021) discovered that the foliar
application of ethanolic MLE or its combination
with gibberellic acid was the more suitable strategy
for artichoke (Cynara cardunculus) yield
improvement in comparison with other natural
extracts. Spraying plants with MLE increases
vegetative growth, plant height, and the number of
shoots. Besides enhancing plant development
parameters by applying aqueous MLE at the root
zone, EI-Nagdi and Youssef (2015) inhibited root-



knot (Meloidogyne incognita) in sugar beet (Beta
sp). The management of root-knot was also studied
on eggplants (Solanum melongena) by Doa et al.
(2021) and Murslain et al. (2014) when the
researchers have reduced the nematode population
by associating MLE with Trichoderma harzianum, a
biocontrol fungus.

Working with post-harvested and water-stressed
broccoli (Brassica olearea var. italica), a 2% of
aqueous MLE application decreased the biomass
loss and post-harvest decay compared with the
control (Sakr et al. 2021). Ethanolic MLE over
Brassica genus were also investigated by Culver et
al. (2012) on cabbage (B. oleracea var. capitata) and
rape (B. oleracea var. Giant rape) significantly
increasing above-ground dry matter yield, root dry
matter weight, and plant height for both of the crops
when sprayed two weeks after emergence and then
every two weeks thereafter. As to cauliflower (B.
oleracea var. botrytis), MLE as juice (10mL water/
100g of fresh leaves) at 1:32 v/v ratio was applied
overgrowth stages increasing the gross and
marketable yield (Rana et al. 2019).

The influence of aqueous fresh MLE, or leaf
juice, at the 50 g/L. as foliar application improved
plant growth and vyield attributes of cucumber
(Cucumis sativus) shortening the number of days to
the first harvest (Ullah et al. 2019).

Hegazi et al. (2015) improved the growth and
seed yield of squash (Cucurbita sp.) by foliar
applications of MLE at 6g/L and concomitantly
enhanced the Nitrogen, Phosphorus, and Potassium
seed content leaves chlorophyll and carbohydrate.
Squash treated with aqueous MLE as a foliar
application, applied twice (20 and 35 days after
planting), has also improved water use efficiency
and physio-biochemical attributes under deficit
irrigation (ElI-Mageed 2017).

The interaction of simple chemical fertilizers
with algae and MLE in garlic (Allium sativum) was
investigated by Mohamed et al. (2019) increasing
the nutrient uptake and the bulb quality as measured
by its Total Soluble Solids (TSS). By increasing the
yields of grades 1 and 2, bulbs treated with MLE
enhanced marketable and exportable yields over the
first season of trial. The positive effects of the
ethanolic extract at 10g/L as a foliar application to
garlic crop were highlighted as a natural substance
that can mimic the role of synthetic amino acids in a
more sustainable practice for human health and the
environment. The use of MLE had the same effect as
the application of cysteine (100 ppm) and glutamine
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(200 ppm) at the experimental level (Hegazi et al.
2016).

An innovative moringa extract was used by
testing moringa leaf, seed, and root extracted by
infusing ground powder in hot water (90 °C) for 2
hours. The ethanolic extract was made afterward to
investigate its effect over post-harvest tuber rot
caused by fungus on sweet potato (Ipomea batatas).
Ethanolic extract of leaves, roots, and seeds were
effective to control Rhizoctonia solani and Fusarium
oxysporum, significantly reducing mycelial growth
at 75% wi/v concentration (Dania and Thomas 2019).

There are many studies reporting that the
application of MLE over tomato (Solanum
lycopersicum) is highly effective (Bashir et al. 2014)
(Culver etal. 2012) (Yasmeen et al. 2014), described
as an important alternative to organic certified crops
of the Solanaceae family, recognized as plant disease
susceptible species. Exogenous applications of a
3.3% MLE were used by Basra and Lovatt (2016),
applied bi-monthly at foliar and root zone of cherry
tomato. Foliar application has an advantage to the
fruit setting stage as the MLE provides calcium
directly to the fruits as an alternative to avoid black
bottom disease caused by the lack of such
macronutrient. The interaction between organic
fertilization and MLE application increases yield
and quality parameters, that overcame the chemical
fertilization production as observed by El-Din et al.
(2018). The antifungal effect against Alternaria
solani, Botrytis cinerea,

Lettuce (Lactuca sativa) is often used as an
indicator plant in agricultural trials. The potential of
6% ethanolic MLE was proven to influence the
lettuce vegetation quality such as head structure,
head weight, and root weight (Yaseen et al. 2021).
The effectiveness of spraying aqueous MLE as an
alternative to chemical fertigation under soilless
conditions was evaluated by Mohssen Elbagory
(2018) reducing the nitrate content of lettuce leaves
besides enhancing vegetative parameters.

Conclusion

In this review, it was found evidence that both
alcoholic and aqueous Moringa leaf extract - MLE,
combined or not with other compounds, showed a
great range of applications in agriculture.

Some authors have cleared the potential of using
MLE’s prior to the cultivations, as previous
conditioning of seeds (Priming) for enhancing
seedlings vigor. For such purpose, most of the
reports have been using water extracts of dried leaf



powder or fresh leaves (juice). MLE’s can be used
alone or added to other synthetic or natural
biostimulants for seed priming, such as coconut
water and auxins. Many experiments were carried
out during plant development showing the effect of
MLE’s due to the presence of Plant Growth
Promoting (PGP) hormones and minerals that are
essential nutrients, improving yields and the quality
of vegetables.

As for plant nutrition, aqueous MLE foliar
spraying showed significant improvements in
several crops, enhancing plant yield and quality. The
extracts have also helped the plant on dealing with
abiotic stresses, which represents a suitable
alternative to neglected semiarid regions facing
water deficits where moringa can be widely
cultivated, as opposed to many crops.

In post-harvest, there are references showing the
potential of MLE’s for enhancing the shelf-life of
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fruits and the aflatoxins control of stored grains,
including the enrichment biofilms with MLE
because of its anti-mycotic and anti-aflatoxigenic
characteristics. The method of extraction
considerably influences the presence of compounds,
being relevant to choosing the method that better
extracts the compound of interest. In addition, for
plant nutrition, it is equally important to decide over
the form of application (foliar spray or root dripping)
depending on the stage of plant development and the
desired outcome.

Although further studies might be carried out for
establishing the best protocols for each crop,
Moringa oleifera and their leaf extracts have great
potential as an alternative for specialty crops
cultivated under organic farming systems.

Table 4. Statistically significant results of Moringa Leaf Extracts — MLE applications in agriculture

Usage Crop/Target Type of extract Concentration  Reference
Priming Maize Aqueous 1:30 Basra et al. (2011)
Priming Wheat Aqueous 1:30 Yasmeen et al. (2013)
Priming Pea Juice 1:30 Noor et al. (2016)
Priming Rangeland grass Aqueous 1:30 Nouman et al. (2012)
Priming Radish Juice 1:32 Ashraf et al. (2018)
Priming Cucumber Juice** e Dunsin et al. (2015)
Priming Linseed Juice 1:30 Rehman et al. (2014)
Priming Garden cress Agueous 1:30 Ayub et al. (2015)
Priming Sesame Juice 1:50 Shabbir et al. (2014)
Biostimulant Cilantro Ethanolic 1:30 Mazrou (2019)
Biostimulant Cumin Juice 1:05 Mehmood et al.
(2021)
Biostimulant Pea Ethanolic (80%) 1:25 Merwad (2018)
Biostimulant Kale and Broccoli Agueous 1:30 Toscano et al. (2021)
Biostimulant Arugula Juice 1:32 Abdalla (2013)
Biostimulant Cabbage Juice 1:32 Hoque et al. (2020)
Biostimulant Squash Juice 1:32 Taia et al. (2017)
Biofertilizer Soy Juice 1:30 Hanafy and Rania
(2017)
Biofertilizer Sweet bell pepper Ethanolic (80%) 1:32 Dunsin and Odeghe
(2015)
Biofertilizer Rice Juice 1:32 Khan et al. (2021)
Plant Growth Promoter  Stevia Ethanolic 1:5 Koul and Farooq
(2019)
Biopesticide Wheat Juice 1:20 Manzoor (2015)
Biopesticide Mite Methanolic 1:16 Seifi et al. (2018)
Aflatoxin Peanut Methanolic (80%) 1:20 Yehia et al. (2021)
Aflatoxin Maize Methanolic 1:64 Ogechukwu et al.
(2021)
Aflatoxin Velvet tamarind Ethanolic 80ppm Pepple et al. (2016)
Aflatoxin Black pepper Ethanolic 1:10 Mubeen et al. (2020)
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