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RESUMO

O maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims) possui grande relevancia econdémica e social
no Brasil. No entanto, a salinizacdo progressiva de solos e recursos hidricos representa uma séria
ameagca a sua producdo, especialmente nas regides semiaridas. O desenvolvimento de cultivares
tolerantes é fundamental para garantir a sustentabilidade da cultura nessas areas. Apesar disso, 0
conhecimento sobre os mecanismos de tolerancia a salinidade em Passiflora L. ainda é escasso,
dificultando a adogdo de estratégias de triagem eficientes para uso em programas de
melhoramento. Neste trabalho, o objetivo foi estabelecer metodologias eficazes para avaliar a
tolerancia ao estresse salino em acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Passiflora
spp. da Embrapa Mandioca e Fruticultura e realizar a primeira triagem do género visando a
identificacdo de gendétipos contrastantes. Os experimentos foram conduzidos em condicdes
controladas, em laboratério e casa de vegetagdo, em Cruz das Almas - BA. Inicialmente, buscou-
se determinar a dose critica de salinidade para P. edulis, utilizando cinco acessos submetidos a
diferentes niveis de condutividade elétrica da solucéo nutritiva + NaCl (CEa=3,6,9,12e 15dS
m1), além de controles (0 dS m™* — agua destilada e 2 dS m™ — solugdo nutritiva). Essas avaliagdes
foram realizadas em diferentes estadios fenolégicos: sementes e plantulas (Capitulo 1) e plantas
com duas e cinco folhas definitivas (Capitulo 2), sob exposi¢cdo ao estresse por 28 e 21 dias,
respectivamente. Com base nesses resultados, foi estabelecida a CEa de 9 dS m™ como dose critica
para triagem. Essa concentracéo foi utilizada na avaliacdo de 86 acessos de Passiflora spp. do
BAG da Embrapa, conduzida em sistema hidropdnico (Capitulo 3). Em todo o estudo foram
analisadas variaveis relacionadas & germinagdo, morfofisioldgicas, nutricionais, bioquimicas e
acerca da sintomatologia de salinidade. Os resultados revelaram que a tolerancia a salinidade em
Passiflora varia de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta, sendo sementes, plantulas
e plantas jovens de P. edulis especialmente sensiveis a partir de 3 dS m™ e com redugdes criticas
a partir de 9 dS m. As metodologias testadas mostraram-se eficientes para identificar sintomas
precoces de toxidez, por meio de escalas de notas, além de indicarem o limiar salino ideal para
triagem em condigdes controladas. O sistema hidropdnico utilizado para plantas com 20 a 30 dias
de idade demonstrou ser eficaz para a caracterizacdo de mecanismos de tolerancia. A abordagem
multivariada, aliada ao uso de indices de tolerancia, como o indice de Estabilidade de Rendimento
(IER), permitiu captar de forma robusta a ampla variabilidade intra e interespecifica no género.
Foram classificados como tolerantes 22 acessos pertencentes a 13 Passiflora spp., inclusive P.
alata e P. edulis (espécies cultivadas). Esses materiais apresentaram maior estabilidade
morfoldgica, fisioldgica e ibnica sob condicdes de estresse. Os resultados apontam essas espécies
como candidatas promissoras para uso em programas de melhoramento visando a tolerancia a
salinidade, seja por cruzamentos interespecificos com P. edulis, uso como porta-enxertos ou
clonagem de materiais superiores. Esta pesquisa fornece subsidios valiosos para o
desenvolvimento de hibridos tolerantes e orientam futuras investiga¢des bioquimicas, genéticas
e fisiologicas. Espera-se que a integracdo desses conhecimentos beneficiem diretamente
programas de melhoramento e sistemas produtivos localizados em regibes de salinidade
crescente, como o semiarido brasileiro.

Palavras-chave Maracujazeiros. Variabilidade intra e interespecifica. Estresse salino.
Melhoramento genético. Metodologias de triagem.



ABSTRACT

The yellow passion fruit (Passiflora edulis Sims) holds great economic and social relevance in
Brazil. However, the progressive salinization of soils and water resources represents a serious
threat to its production, especially in semiarid regions. The development of tolerant cultivars is
essential to ensure the sustainability of this crop in these areas. Nevertheless, knowledge about
the mechanisms of salinity tolerance in Passiflora L. is still scarce, hindering the adoption of
efficient screening strategies for use in breeding programs. In this study, the objective was to
establish effective methodologies to evaluate salinity stress tolerance in accessions from the
Active Germplasm Bank (AGB) of Passiflora spp. at Embrapa Cassava and Fruits, and to conduct
the first screening of the genus aiming at the identification of contrasting genotypes. The
experiments were carried out under controlled conditions, in laboratory and greenhouse, in Cruz
das Almas — BA. Initially, the critical salinity dose for P. edulis was determined using five
accessions subjected to different levels of electrical conductivity of the nutrient solution + NaCl
(ECw =3,6,9, 12, and 15 dS m™), in addition to controls (0 dS m™ — distilled water and 2 dS
m' — nutrient solution). These evaluations were performed at different phenological stages: seeds
and seedlings (Chapter 1) and plants with two and five fully expanded leaves (Chapter 2), under
stress exposure for 28 and 21 days, respectively. Based on these results, an ECw of 9 dS m™ was
established as the critical dose for screening. This concentration was then used to evaluate 86
accessions of Passiflora spp. from the BAG of Embrapa, under a hydroponic system (Chapter 3).
Throughout the study, variables related to germination, morphophysiology, nutrition,
biochemistry, and salinity symptomatology were analyzed. The results revealed that salinity
tolerance in Passiflora varies according to the plant’s developmental stage, with seeds, seedlings,
and young plants of P. edulis being especially sensitive from 3 dS m™, and showing critical
reductions from 9 dS m™ onwards. The tested methodologies proved efficient in identifying early
toxicity symptoms through scoring scales, as well as in indicating the ideal salinity threshold for
screening under controlled conditions. The hydroponic system used for plants aged 20 to 30 days
proved effective for the characterization of tolerance mechanisms. The multivariate approach,
combined with tolerance indices such as the Yield Stability Index (YSI), allowed for a robust
assessment of the wide intra- and interspecific variability within the genus. A total of 22
accessions belonging to 13 Passiflora spp., including P. alata and P. edulis (cultivated species),
were classified as tolerant. These materials displayed greater morphological, physiological, and
ionic stability under stress conditions. The results highlight these species as promising candidates
for use in breeding programs aimed at salinity tolerance, either through interspecific crosses with
P edulis, use as rootstocks, or cloning of superior materials. This research provides valuable
insights for the development of tolerant hybrids and guides future biochemical, genetic, and
physiological investigations. It is expected that the integration of this knowledge will directly
benefit breeding programs and production systems located in regions of increasing salinity, such
as the Brazilian semiarid region.

Keywords Passion fruit. Intra and interspecific variability. Salt stress. Genetic improvement.
Screening methodologies.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de maracuja-amarelo
(Passiflora edulis Sims), destacando a importancia socioecondmica dessa frutifera,
cultivada principalmente por pequenos produtores em todo o territério nacional (Faleiro
etal.,2019). Em 2023, o pais produziu 711.278 t de maracuja, das quais 505.451 t foram
originadas na regiao Nordeste (IBGE, 2024). Entretanto a cultura sofre com decréscimos
na produtividade em virtude de estresses bidticos e abidticos (Lima et al., 2020;
Gongalves et al., 2021; Jesus et al., 2021; Moura et al., 2021, Santos et al., 2024). A alta
salinidade dos solos e dos mananciais tem prejudicado a formagdo de mudas e o
estabelecimento da cultura sob manejo convencional (Bezerra et al., 2019). A crescente
necessidade de aumentar a produgdo de alimentos tem levado a expansdo das areas
agricultaveis, tornando inevitdvel o uso de aguas alternativas ou degradadas para
irrigagdo, o que agrava o problema da salinizagdo (Alfosea-Simoén et al., 2020; Gheyi et
al., 2023).

No Brasil, este problema ¢ mais evidente na regido semiarida, em que as dguas
empregadas nas irrigacdes, em sua maioria, possuem altas concentracdes de sais podendo
comprometer o solo e especialmente o desenvolvimento das culturas (Gheyi et al., 2023).
Em resposta as condigdes ambientais extremas, as plantas tém desenvolvido eficientes
estratégias para sobreviver em solos com alta salinidade, com uma série de mecanismos
morfologicos, fisiologicos, bioquimicos e moleculares (Gao ef al., 2015; Mulry et al.,
2015, Wang et al., 2016; Torre-Gonzalez et al., 2017; Sandhu et al., 2017; Negrao et al.,
2018; Munawar et al., 2021; Lima et al., 2023).

Aumentar as producdes agricolas através da resolu¢do dos problemas causados
pelo estresse salino € uma questdo importante para satisfazer as demandas de alimentos
de uma populacdo mundial cada vez maior (Ekbic ef al., 2017; Gheyi et al., 2023). No
caso do maracujazeiro, este fator torna-se mais agravante pois 0s principais municipios
produtores do Estado da Bahia, a exemplo de Livramento de Nossa Senhora, Dom Basilio
e Brumado concentra-se em regides semidridas, onde a principal dgua de irrigacao ¢
proveniente de pocos com agua salobra ou de fontes com aguas de qualidade inferior e
rica em sodio (Moura et al., 2020).

Até o momento, hd pouca informagdo sobre os mecanismos fisioldgicos que
determinam comportamentos diferenciais em Passiflora spp. (Hurtado-Salazar et al.,

2018; Lima et al., 2020; Moura et al., 2020; 2021). O Banco Ativo de Germoplasma da
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Embrapa Mandioca e Fruticultura apresenta uma ampla diversidade de espécies que sao
conservadas nas condi¢des de campo, telados e bancos de sementes. Esse banco tem sido
caracterizado essencialmente para caracteres morfologicos e agronomicos (Castro et al.,
2012; Neves et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Lima et al., 2017; Gongalves et al., 2021;
Jesus et al., 2021; Santos et al., 2024) e poucas informagdes tém sido geradas com foco
em tolerancia a salinidade (Moura et al., 2017; 2020; 2021; Lima et al., 2020). Assim, ¢
importante que as agdes de melhoramento genético do maracujazeiro sejam também
voltadas para o desenvolvimento de novas cultivares mais adaptadas a essas condi¢des
abidticas, uma vez que ndo ha nenhuma com essa finalidade disponivel para os produtores
(Ferreira et al., 2022). Dessa forma, o conhecimento sobre a sensibilidade das espécies
do género ¢ uma ferramenta essencial.

Os diferentes niveis de adaptagdo das plantas a salinidade resultam em uma
elevada variacdo quanto ao crescimento e desenvolvimento, cujas respostas a essa
condi¢do podem variar entre as espécies e cultivares. Estudos com diferentes espécies,
como alface (Alves et al., 2020), trigo (Feghhenabi, 2020), sorgo (Chen et al., 2021),
arroz (Yi et al., 2022), canola (Wang et al., 2022) e maracuja (Lima ef al., 2020; Moura
et al., 2020), tém corroborado essa afirmativa. Algumas pesquisas t€ém colaborado com
informagdes acerca da salinidade no maracujazeiro amarelo (Oliveira et al., 2015; Bezerra
et al., 2016; Nascimento et al., 2017; Lima et al., 2020; Moura et al., 2021; Lima et al.,
2023). Entretanto, a maioria destes estudos tém investigado apenas as respostas
fisiologicas das cultivares comerciais ou de pouquissimas espécies irrigadas com agua
salina em niveis abaixo de 4 dS m™!. Além disso, pouco se sabe sobre o comportamento
de diferentes espécies ou das alteracdes ocorridas nas diferentes fases do
desenvolvimento do maracujazeiro quando submetidas a salinidade, bem como as
alteracdes das interacdes morfolodgicas, fisioldgicas e bioquimicas provocadas por esse
estresse abidtico especialmente em sementes, plantulas e plantas na fase de muda.

Os bancos de germoplasma distribuidos em todo o mundo fornecem um meio
pratico para estudos de triagem e melhoramento de plantas, pois dispdem de ampla
variabilidade genética e possibilitam a sele¢dao de materiais promissores (El-Fattah et al.,
2020). As estratégias utilizadas para identificar fontes de tolerancia a salinidade incluem
triagens em condicdes de campo (Moustafa ef al., 2021) e em ambientes controlados por
meio de sistemas hidroponicos (Yasmin et al., 2020); semi-hidroponicos (Lima et al.,
2020); testes de germinacao de sementes (Li ef al., 2020) e outros meios artificiais como

bioensaios com discos foliares (Roy; Chakraborty, 2017) e in vitro (Ahmed et al., 2020).
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Todavia, ndo hd metodologias estabelecidas e disponiveis para caracterizagao de
Passiflora quanto ao estresse salino, em nenhuma das fases iniciais de desenvolvimento
da planta.

Com base no exposto, compreendemos que ha uma lacuna na literatura voltada
para a cultura, principalmente no que diz respeito as espécies silvestres e quais delas
poderiam contribuir para o melhoramento da espécie comercial (P. edulis). Visto a ampla
variabilidade intra e interespecifica do género (Faleiro et al., 2019; Gongalves et al.,
2021), o conhecimento sobre a sensibilidade da espécie comercial ¢ um importante
balizador para definicdo da dose critica de NaCl a ser usada como referéncia para
identificacdo de tolerancia em programas de melhoramento genético. Nesse sentido,
realizamos pela primeira vez uma ampla caracterizagao da resposta de diferentes espécies
conservadas do género Passiflora L. quanto a tolerancia ao estresse salino. Para tal
estabelecemos metodologias de avaliacdo nos estadios de sementes, plantulas e plantas
na fase de muda em condi¢des controladas. Dessa forma, os objetivos deste estudo foram:
i) estabelecer metodologias para avaliagdo e identificacdo de acessos e espécies de
Passiflora tolerantes a salinidade; i7) definir o nivel critico de salinidade e o tempo de
exposicao que causam estresse em sementes e plantas de P. edulis; iii) analisar o impacto
da salinidade nos caracteres morfofisioldgicos do maracujazeiro em diferentes estadios
de desenvolvimento e iv) realizar a triagem de acessos de Passiflora spp. para tolerancia
a salinidade; identificar e definir as potencialidades dos acessos para uso no programa de

melhoramento genético.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Origem do maracujazeiro (Passiflora spp.)

A familia Passifloraceae Juss. ex Roussel compreende 16 géneros e
aproximadamente 700 espécies (Silva; Souza, 2020). O Passiflora L. destaca-se como 0
mais diverso dos géneros, com mais de 500 espécies descritas (Cauz-Santos et al., 2017;
Ocampo; D’eeckenbrugge, 2017; He et al., 2020). O maracujazeiro é nativo das regides
tropicais e subtropicais das Américas (Cerqueira-Silva et al., 2015; Rodriguez et al.,
2020). Sua origem remonta as areas da América do Sul (Ocampo et al., 2021),
principalmente Brasil, Colémbia, Paraguai e regido Norte da Argentina (Simirgiotis et
al., 2013). O Brasil possui cerca de 150 Passiflora spp. e grande parte é endémica no pais
(Bernacci et al., 2015). Este género tem atraido consideravel atencdo por seu valor

econémico, ampla distribuicdo geogréafica e notavel diversidade (Cauz-Santos et al.,
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2017), além de apresentar formas diversificadas de uso (Jesus et al., 2017). As plantas de
maracujd sdo originadas nas bordas de florestas Umidas em vales tropicais, com
temperatura média do ar de 20 a 30 °C e altas taxas de umidade e precipitacdo ambiental
(Ocampo et al., 2007), entretanto essas condi¢cGes podem variar entre as espécies e sua

origem (Hurtado-Salazar et al., 2021).

2.2 Caracteristicas gerais e importéancia de Passiflora edulis Sims

A espécie de maracujd mais cultivada e conhecida é o maracuja-amarelo
(Passiflora edulis Sims), também chamado de maracuja-azedo; é um produto de grande
importancia social e econdmica no Brasil (Melo et al., 2016; Ocampo et al., 2016;
Figueiredo et al., 2016; Silva; Souza, 2020; Jesus et al., 2023). Pode ser cultivada entre
0-1.300 metros acima do nivel do mar. Seu crescimento ideal ocorre sob temperaturas
entre 23 e 25 °C, enquanto em regiGes com temperaturas abaixo de 15 °C e fotoperiodo
com menos de 11 h de luz por dia, ha pouco estimulo a floracdo (Santos et al., 2021).
Regibes com temperaturas médias superiores a 28 °C aceleram o crescimento vegetativo,
mas com reducdo na producdo devido a desidratacdo do estigma. A umidade relativa
abaixo de 30% reduz a polinizacdo e o desenvolvimento dos frutos (Faleiro et al., 2020;
Fischer; Miranda, 2021).

O Brasil representa 50-60% da producdo mundial de maracuja-amarelo (Oliveira
et al., 2016; IBGE, 2023). Expressividade que estd associada as condicdes
edafoclimaticas favoraveis para o seu crescimento, desenvolvimento e producao (Lima et
al., 2023), e as caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos que refletem na aceitacdo no
mercado nacional (Faleiro et al., 2019; Jesus et al., 2022). A cultura tem apresentado
acentuada expansdo e despertado interesse dos fruticultores por ser cultivada em todas as
regibes, apresentar rapido inicio de colheita (Santos et al., 2021) e ter boa valorizacdo no
mercado interno (Ataide et al., 2012; Araujo et al., 2017).

No ano de 2023, o Brasil produziu 711.278 mil toneladas em 45.761 mil hectares,
com rendimento de 15,54 t ha (IBGE, 2024). O cultivo desta frutifera tem gerado
emprego e renda em diversos municipios brasileiros por necessitar de intensiva méao de
obra. O valor da producéo foi de aproximadamente R$ 2,9 bilhGes no dltimo censo
agropecuario, em 2023, sendo a Regido Nordeste responsavel por 71% da producao, cuja
concentracdo se da principalmente no Estado da Bahia, maior produtor nacional (IBGE,
2023). Como a principal demanda do fruto é para o mercado interno, caracteriza-se por

ser cultivado em pequenas propriedades por agricultores familiares, representando uma
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opcao de renda para os mesmos (Faleiro et al., 2019; 2020). Apesar de ser suscetivel a
diversas doencas (Lima et al., 2017; Gongalves et al., 2021; Jesus et al., 2021; Santos et
al., 2021) e estresses abidticos como a seca (Souza et al., 2018) e a salinidade (Lima et
al., 2020; Ferreira et al., 2022), é considerada uma atividade de grande interesse, devido
ao alto valor agregado da producéo. Entretanto, como a area de cultivo esta se expandindo

globalmente, as dificuldades relacionadas também aumentam (Zhang et al., 2023).

2.2 Recursos genéticos e melhoramento de Passiflora L.

O género Passiflora apresenta ampla variabilidade genética, expressa em
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e adaptativas (Jesus et al., 2017; He et al.,
2020). Embora apresentem variagdo no nimero de cromossdmico, a maioria das espéecies
cultivadas e silvestres de Passiflora L. sdo diploides (2n = 2x = 18). Entre as 25 espécies
cultivadas, destacam-se P. edulis Sims (maracuja-amarelo) e P. edulis f. edulis (maracujé-
roxo), ambas de grande importancia comercial (Wu et al., 2020). No entanto, outras
espécies do género reinem atributos agronomicamente valiosos, como tolerancia a
estresses bidticos e abidticos (Lima et al., 2017; Gongalves et al., 2018; Lima et al.,
2020). Apesar disso, muitos acessos conservados em bancos de germoplasma ainda nédo
foram devidamente caracterizados (Cerqueira-Silva et al., 2014; Jesus et al., 2017).

A caracterizacao é fundamental para revelar a variabilidade existente (Oliveira et
al., 2019; Hashemi; Khadivi, 2020), subsidiar estratégias de conservacao (Castro et al.,
2016) e apoiar 0 uso desses recursos em programas de melhoramento (Holanda et al.,
2020). Isso permite selecionar gendtipos promissores e promover o uso racional da
diversidade genética (Chavarria-Perez et al., 2020). A colecdo de Passiflora spp. da
Embrapa Mandioca e Fruticultura conta com mais de 377 acessos conservados em bancos
ativos e colecGes de sementes, sendo um importante centro para estudos sobre
variabilidade intra e interespecifica (Alelo Vegetal, 2025). Embora os acessos do banco
tenham sido amplamente caracterizados quanto aos aspectos morfolégicos e agronémicos
(Castroetal., 2012; Neves et al., 2013; Oliveiraet al., 2014; Limaet al., 2017; Gongalves
etal., 2021; Jesus et al., 2021; Santos et al., 2024), informages relacionadas a toleréncia
a salinidade ainda séo limitadas.

Embora diversas cultivares tenham sido lancadas nas ultimas décadas; BRS
Gigante Amarelo (1999), BRS Sol do Cerrado (2006), BRS Rubi do Cerrado (2007), BRS
Ouro Vermelho (2010) e BRS Estrela do Cerrado (2018), nenhuma delas foi

especificamente selecionada para tolerancia a salinidade. Esse estressor abiético constitui
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um fator limitante critico, especialmente em regides semiaridas do Nordeste brasileiro,
tornando o conhecimento sobre a sensibilidade das passifloraceas essencial para o
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas (Lima et al., 2020; Moura et al., 2021). A
caracterizacdo e conservacao do germoplasma, aliadas ao uso de técnicas convencionais
e avancadas de melhoramento, sdo fundamentais para garantir a sustentabilidade do
cultivo de maracuja (Jesus et al., 2022).

Metodologias consolidadas de triagem para resisténcia a doencas ja existem (Lima
et al., 2017; Gongalves et al., 2018; 2021). Contudo, no contexto da salinidade, poucas
especies silvestres foram exploradas, destacando-se P. mucronata e seu hibrido
interespecifico com P. edulis (Lima et al., 2020), além do uso de P. gibertii e P.
cincinnata como porta-enxertos (Moura et al., 2020; 2021; Ferreiraet al., 2022). Portanto,
é essencial que o melhoramento genético do maracujazeiro amplie suas estratégias para
avaliar a ampla variabilidade do género, identificando materiais promissores para
tolerancia ao sal subsidiando o desenvolvimento de cultivares tolerantes a essas condigdes

adversas.

2.3 Salinidade
2.3.1 Impactos no solo

As plantas interagem com o ambiente, e condi¢des que excedem seus limites
homeostaticos podem causar estresse. A salinidade, caracterizada pelo acimulo de ions
como sodio (Na*) e cloreto (CI'), ¢ uma condicdo ambiental que provoca estresse salino
nas plantas (Parihar ef al., 2015) e se destaca como um fator limitante para a producéo
agricola em todo o mundo (Hmissi et al., 2023). Pode ser diferenciada em primaria e
secundaria. A salinidade priméria é consequéncia de processos naturais e a secundaria de
atividades antropicas (Giordano et al., 2021). As terras aridas e semiaridas ocupam 41%
da superficie terrestre (Gaur; Squires, 2018; Hossain, 2019) e estima-se que até 2050 mais
de 50% das terras araveis serdo salinizadas (Abdelaziz et al., 2019), resultando numa
reducdo dréstica da fertilidade do solo, da cobertura vegetal e da biodiversidade,
impactando as fungGes ecoldgicas do solo, levando a sua degradagdo e consequente
desertificacdo (Peng et al., 2019; Gorji et al., 2020).

Um solo é considerado salino quando sua condutividade elétrica (CE) € medida
em 4 dS m™ e pressdo osmotica de 0,2 MPa, que afeta significativamente o metabolismo
da planta (Munns; Tester, 2008). No Brasil, os efeitos do estresse salino sob as culturas

sdo relatados com maior frequéncia na regido semiarida, onde as condigdes
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edafoclimaticas sdo marcadas por baixa pluviosidade, altas temperaturas e
evapotranspiracdo elevada (Fageria et al., 2010; Lima et al., 2022; Gheyi et al., 2023).
Um estudo realizado para avaliacdo do estado de salinidade do solo sob diferentes
condicdes de uso da terra na regido semiarida do Nordeste brasileiro indicou que cloretos,
sulfatos de calcio, magnésio e sodio contribuem efetivamente para a degradacao dessas
areas, no entanto, os ions Na* e CI- foram identificados como os principais contribuintes

para a desertificacdo e degradacdo do solo devido a salinidade (Pessoa et al., 2022).

2.3.2 Qualidade da dgua de irrigacao e efeito nas plantas

A 4gua ¢ o recurso mais essencial a vida, sendo indispensavel para a existéncia e
o funcionamento de todos os organismos conhecidos (Lopes et al., 2014). Estima-se que
cerca de 33% das terras agricolas do planeta utilizem irrigacdo, sendo grande parte afetada
por diferentes graus de salinidade (Jameel et al., 2024). A sustentabilidade da agricultura
irrigada depende ndo apenas da quantidade de agua disponivel, mas, sobretudo, de sua
qualidade, fator determinante para a longevidade produtiva dos solos (Hmissi et al.,
2023). Essa qualidade ¢ avaliada por parametros como pH, concentra¢do de sais totais
dissolvidos e teores de ions como sddio (Na*), potassio (K*), célcio (Ca*"), magnésio
(Mg?"), cloreto (CI") e sulfato (SO4*"), cujos excessos podem desencadear processos de
salinizagdo, sodificagdo, alcalinizacdo e toxicidade do solo (Almeida, 2010; Barroso et
al.,2011).

No Brasil, especialmente nas regides semidridas, o uso crescente de aguas
salobras na irrigagdo tem se tornado um dos principais entraves a producao agricola
(Gheyi et al., 2023). A presenca excessiva de sais compromete o desenvolvimento das
plantas tanto pelo efeito osmético, que reduz a disponibilidade de 4gua, quanto pelo efeito
toxico direto dos ions absorvidos (Moura et al., 2019; Lima et al., 2020; Hurtado-Salazar
et al., 2022). O estresse osmotico, caracteristico dos estagios iniciais do estresse salino,
reduz o potencial hidrico do solo e dificulta a absorcdo de agua pelas raizes,
desencadeando alteragoes fisiologicas como danos as membranas celulares, desequilibrio
nutricional, acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), comprometimento do
sistema antioxidante, além da diminui¢do da abertura estomatica ¢ da fotossintese
(Munns; Tester, 2008; Gupta; Huang, 2014; Sousa et al., 2022). Essas alteracdes afetam
diretamente a homeostase osmotica e eletroquimica das células (Lima et al., 2023). A
primeira refere-se a regulagdo da entrada e saida de dgua por meio do controle do

potencial osmotico, mantendo a turgescéncia celular; a segunda diz respeito ao equilibrio
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dos gradientes i6nicos e do potencial de membrana, fundamentais para a absor¢do de
nutrientes, transporte ativo e sinalizacdo celular. A desregulacdo desses mecanismos
resulta em perda de integridade das membranas, desorganizagdo metabdlica e ativacdo de
vias de morte celular programada (Gao et al., 2015; Mulry et al., 2015; Parihar et al.,
2015; Wang et al., 2016; Torre-Gonzalez et al., 2017).

Além disso, o estresse salino ¢ também hiperidnico, caracterizado pelo acimulo
excessivo de Na* e Cl™ nos tecidos vegetais (Acosta-Motos et al., 2017). A presenga
desses ions em concentragdes elevadas compromete a seletividade das membranas ¢ a
absor¢ao de nutrientes como K* e Ca*, levando a distarbios fisiologicos como
peroxidagdo lipidica, alteracdo da atividade enzimatica e redug¢do da condutancia
estomatica e da fotossintese (Silveira et al., 2010; Negrao et al., 2017; Sousa et al., 2022).
A elevada concentragao de Na* compete diretamente com a absor¢ao de K*, elemento
essencial a regulacdo osmdtica, ativagdo enzimatica e ao balanco elétrico da célula.
Ainda, esse desequilibrio impacta o transporte de elétrons e a eficiéncia do fotossistema
I, responsavel pela fotolise da dgua durante a fotossintese (Najar et al., 2019). Como
resposta ao estresse, ocorre o acimulo de EROs, como o radical superoxido (O2"), radical
hidroxila (OH") e per6xido de hidrogénio (H20:), os quais, em excesso, provocam danos
oxidativos a proteinas, lipidios e acidos nucleicos, prejudicando processos fundamentais
como o metabolismo energético, o transporte de ions, a sinalizacdo redox, a divisdo
celular e a integridade de organelas (Breria ef al., 2020; Hasanuzzaman et al., 2021; Rosca
et al., 2023; Mukherjee et al., 2024).

A germinacdo de sementes € um dos estadios mais sensiveis ao estresse salino e,
ao mesmo tempo, decisiva para o sucesso do estabelecimento da cultura (Tlahig ef al.,
2021). O acimulo de sais reduz o potencial osmoético do substrato, dificultando a
embebicdo da semente, atrasando a emergéncia e comprometendo a reativagdo do
metabolismo celular (Tuan ef al., 2019; Mwando ef al., 2020). A restri¢ao hidrica, aliada
ao efeito toxico do Na', interfere no metabolismo de reservas, na atividade enzimatica e
na integridade dos tecidos embrionarios, resultando em queda na taxa de germinacao, no
vigor e na uniformidade das plantulas (Wu et al., 2018; Soliman et al., 2020). Tais efeitos
tém sido relatados em culturas como arroz (Rasel et al., 2021), sorgo (Dehnavi et al.,
2020), tomate (Sivakumar et al., 2020) e maracuja (Andrade et al., 2018). Nos estadios
subsequentes do desenvolvimento vegetal, os sintomas classicos da salinidade incluem:
reducdo do crescimento e da produtividade, menor area foliar, inibi¢do do crescimento

radicular, atraso no desenvolvimento de gemas apicais, redu¢do no nimero de folhas,
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clorose, necrose marginal, abscisdo foliar e desordens metabodlicas relacionadas a
turgescéncia celular e aos balangos hormonal e nutricional (Nascimento et al., 2011; Taiz
et al., 2021; Souto et al., 2023).

No maracujazeiro-amarelo (P. edulis Sims), a salinidade afeta negativamente
diferentes estagios do ciclo de vida da planta. Estudos relatam redu¢do na porcentagem
de germinagdo e no vigor de sementes submetidas a irrigacdo com agua salina (Meza;
Arizaleta; Bautista, 2007; Montana et al., 2014; Andrade et al., 2018), alteragdes no
acumulo de Na" e Cl™ nas folhas, desbalangos nutricionais, reducao da biomassa,
comprometimento da capacidade antioxidante e mudangas na expressao génica (Ferreira
et al.,2022; Lima et al., 2023; Souto et al., 2023). Embora a irrigacdo seja uma pratica
indispensdvel para a manutencdo da produtividade e qualidade dos frutos do
maracujazeiro (Freire et al., 2010; Gheyi et al., 2023), os desafios impostos pela
salinidade em regides semidridas demandam estratégias tecnologicas que aliem tolerancia
genética, uso racional da dgua e alternativas viaveis para pequenos ¢ médios produtores.
Nesse sentido, o avanco no entendimento das respostas fisiologicas, bioquimicas e
genéticas da cultura a salinidade ¢ fundamental para o desenvolvimento de programas de
melhoramento voltados a obtencdo de gendtipos mais adaptados (El Sabagh ef al., 2021;

Giordano et al., 2021).

2.4 Tolerancia das plantas a salinidade e metodologias para triagem

A tolerancia a salinidade da-se pelo potencial da planta iniciar e concluir seu ciclo
de vida em condices limiares e altas de sais concentrados (Munns, 2002). As plantas que
ndo toleram os efeitos do estresse salino sdo classificadas como glicofitas e abrangem a
maioria das espécies cultivadas; ja as halofitas, além de tolerar o estresse, podem adaptar-
se a ambientes hipersalinos (Acosta-Motos et al. 2017; Taiz et al., 2021). As respostas
das plantas a salinidade envolvem alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas, anatbmicas,
bioguimicas e hormonais, configurando-se como um fendmeno complexo que varia em
funcdo do genotipo, do estadio de desenvolvimento da planta e da intensidade e duragéo
do estresse (Negréo et al., 2017; Wu, 2018; Lima et al., 2020; Santos et al., 2022).

Como visto, a salinidade do solo e da 4gua normalmente inibe a germinacéo, o
crescimento e a reproducdo das plantas através de uma fase inicial de estresse osmotico,
seguida de toxicidade i6nica devido ao acimulo de ions Na* e CI" no citosol celular que
resulta em estresse oxidativo e privagao nutricional (Silveira et al., 2010; Negrdo et al.,

2017; Torre-Gonzélez et al., 2017; Hurtado-Salazar et al., 2022). Portanto, os ajustes
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osmoticos, a eliminacdo de EROS, a homeostase de ions, e as atividades metabdlicas séo
altamente afetadas quando as plantas estdo sob estresse salino (Singh et al., 2021) e as
diferengas no ajuste desses componentes demonstram o estado diferencial das espécies
quanto ao nivel de tolerancia e sensibilidade que exibem.

De acordo com Acosta-Motos et al. (2017), processos adaptativos a salinidade
envolvem absorcgdo, transporte e redistribuicdo dos sais em varios 6rgdos da planta
(Acosta-Motos et al., 2017). Dois mecanismos geralmente séo usados. Em primeiro lugar,
manter os sais longe dos tecidos metabolicamente ativos atraves da exclusdo passiva de
ions — por uma membrana permeéavel ou excluséo ativa — por bombas de ions. Em segundo
lugar, a compartimentalizacdo dos sais acumulados nos vacuolos das células vegetais
(Munns, 2002; Munns; Tester, 2008; Hameed et al., 2010; Huang et al., 2017; Wu, 2018;
Hurtado-Salazar et al., 2022). Plantas tolerantes a salinidade séo capazes de excluir o Na*
no processo de absorcdo e manter elevada a concentracdo de K* na parte aérea sendo,
portanto, a relacdo K*/Na* nos tecidos das plantas um bom indicador de tolerancia a
salinidade, ja que essa razdo funciona como um marcador fisioldgico e bioquimico da
homeostase i0nica (Lima et al., 2020).

A producdo de osmoprotetores e a ativacdo de enzimas favorecem a sobrevivéncia
das plantas em ambientes salinos, sendo um exemplo disso, a prolina que além de
osmorregulador, atua favorecendo o equilibrio redox em células submetidas a estresses,
como prevengao na formagdo de EROs, a0 mesmo tempo em que atua como composto de
reserva de nitrogénio (Liang et al., 2013; EI Moukhtari et al., 2020). Para evitar o acumulo
de EROs, as plantas desenvolveram um eficiente mecanismo de defesa antioxidativo do
qual participam algumas enzimas como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidase (GPX), que sdo marcadores de
estresse (Hasanuzzaman et al., 2020). As peroxidases sdo oxidorredutases que reduzem
0 H20,, formando 4gua e O (Hussain et al., 2018).

Caracteres do enraizamento (comprimento, volume, didmetro, profundidade e
peso), bem como producdo de biomassa aérea (matéria seca) também traduzem respostas
de tolerancia das plantas a salinidade (Fageria et al., 2010; Lima et al., 2023). O estresse
salino reduziu caracteristicas morfofisiologicas de P. edulis, como altura, clorofila total e
condutancia estomatica, o que afetou seriamente o crescimento da planta (Moura et al.,
2019). No entanto, espécies silvestres do género como P. mucronata, P. gibertii e P.
cincinnata foram classificadas como tolerantes por apresentarem seletividade de absor¢éo

de Na* e manutencdo dos niveis de K*, permitindo a manutencdo da condutancia e
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funcionalidade estomatica sem reducdo da fotossintese; menores alteragcdes anatdmicas;
com as células do feixe do xilema mais compactadas e organizadas em relagdo ao P.
edulis (Lima et al., 2020; Moura et al., 2021).

A variabilidade das culturas € uma evidéncia para a necessidade de pesquisas que
objetivem identificar genotipos tolerantes aos efeitos deletérios da salinidade (Gheyi et
al., 2023; Santos et al., 2024). O manejo desse estressor abidtico através da recuperacao
de terras salinizadas ou técnicas de irrigacdo melhoradas s&o caros e ndo proporciona uma
solucdo a longo prazo (Arzani, 2008). O uso de genotipos tolerantes € uma estratégia
econbmica, sustentavel e efetiva (Alam et al., 2021; Begum et al., 2022), o que torna
essencial a identificacdo de fontes genéticas e posterior incorporacdo aos programas de
melhoramento (Raza, 2021).

Os bancos de germoplasma, distribuidos em todo o mundo, fornecem um meio
pratico para estudos de triagem e melhoramento de plantas, pois dispdem de ampla
variabilidade genética e possibilitam a selecdo de materiais promissores (El-Fattah et al.,
2020). As estratégias utilizadas para identificar fontes de tolerancia & salinidade séo
variadas e incluem: triagem em condi¢cdes de campo (Moustafa et al., 2021) e em
ambientes controlados, por meio de sistemas hidropénicos (Yasmin et al., 2020), semi-
hidroponicos (Lima et al., 2020); testes de germinacdo de sementes (Li et al., 2022) e
outros meios artificiais, como bioensaios com discos foliares (Roy; Chakraborty, 2017) e
cultura in vitro (Ahmed et al., 2020).

A triagem em campo é laboriosa, de modo geral, devido as condic¢des climaticas,
flutuacGes sazonais de precipitacdo e heterogeneidade do solo (Ismail; Horie, 2017). Tais
dificuldades podem ser minimizadas em ambientes controlados, pela possibilidade de
proporcionar niveis de salinidade, pH e condi¢des de nutricdo uniformes nos meios de
cultivo, além de permitirem a compreensdo dos diferentes mecanismos de tolerancia ao
estresse salino em um menor tempo (Uzair et al., 2022). Para 0 maracujazeiro ndo ha
registrado na literatura uma metodologia de triagem estabelecida (Lima et al., 2020),
embora para outras culturas mais profundamente estudadas acerca da salinidade, os testes
de germinacéo e avaliacdo morfofisiologica em sistemas hidropdnicos tenham se tornado
importantes para aumentar o conhecimento acerca do potencial das espécies para
tolerancia aos efeitos do sal (Alfosea-Simoén et al., 2020; Santos et al., 2020; Santos et
al.,2023; Marques et al., 2024).
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CAPITULO 1

ESTRATEGIA DE TOLERANCIA A SALINIDADE EM
GENOTIPOS DE MARACUJA DURANTE A GERMINACAO E
CRESCIMENTO DE PLANTULAS E QUANTIFICACAO
ESPECTROFOTOMETRICA DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
(H20)'

!Artigo publicado no periddico Scientia Horticulturae. DOI: https://doi.org/10.1016/j.scienta.2024.113818.



https://doi.org/10.1016/j.scienta.2024.113818

33

RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar o impacto da salinidade nas sementes de
Passiflora edulis Sims e definir a dose critica de NaCl capaz de causar danos a
germinagdo e ao vigor das plantulas. Além disso, buscou-se avaliar o estresse oxidativo
por meio da quantificagao de perdxido de hidrogénio (H>O2) em espécies contrastantes
quanto a tolerancia ao sal. Para isso, dois experimentos foram conduzidos. No primeiro,
cinco genotipos de P. edulis foram avaliados sob seis niveis de condutividade elétrica da
dgua (CEa=0,3,6,9, 12 e 15 dS m™). No segundo experimento, foi determinado o teor
de H>2O> em quatro espécies de Passiflora (P. edulis, P. alata, P. gibertii € P. mucronata)
sob CEa=0¢9dS m". Com o aumento da concentragio salina, observou-se uma reducio
significativa nos parametros de germinagdo e vigor das plantulas, sendo os efeitos mais
acentuados em condutividades superiores a 9 dS m™'. Em condi¢des de salinidade elevada
(15 dS m™), a reduciio na porcentagem de germinacio e aumento no tempo médio de
germinagdo foram de 74% e 53%, respectivamente, em comparagdo ao controle. O uso
de uma escala de notas para avaliacdo fenotipica mostrou-se eficaz na indica¢do da dose
critica em estadios iniciais e na detec¢do da variacao de resposta entre os genotipos. Apos
a remocdo das condigdes salinas, as sementes previamente expostas a 9, 12 e 15 dS m™!
apresentaram germinagdo de 18,9, 44,3 e 67,2%, respectivamente. No estudo de
quantificagdo de H,O,, foi observado maior acimulo nas plantulas de P. edulis e P. alata,
enquanto P. mucronata e P. gibertii apresentaram menores niveis. De modo geral, P.
edulis, na fase de semente, ¢ tolerante a niveis de salinidade abaixo de 6 dS m™',
apresentando respostas criticas a partir de 9 dS m™'. Os resultados obtidos neste estudo
fornecem informacdes valiosas para subsidiar futuros trabalhos de triagem de genotipos

de Passiflora tolerantes a salinidade em estadios iniciais de desenvolvimento.

Palavras-chave Passiflora. Salinidade. Germinacdo de sementes. Triagem. Gendtipos

tolerantes.
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ABSTRACT

This study aimed to explore the impact of salinity on the seeds of Passiflora edulis Sims
and to define the critical dose of NaCl capable of causing damage to germination and
seedling vigor. Additionally, it aimed to assess oxidative stress by quantifying hydrogen
peroxide (H20) in contrasting species regarding salt tolerance. For this purpose, two
experiments were conducted. In the first experiment, five genotypes of P. edulis were
evaluated under six levels of electrical conductivity of water (ECw =0, 3, 6, 9, 12, and
15 dS m™). In the second experiment, the H>O» content was determined in four Passiflora
species (P. edulis, P. alata, P. gibertii and P. mucronata) under ECw = 0 and 9 dS m™.
With the increase in salt concentrations, there was a significant reduction in germination
and seedling vigor parameters, which were more pronounced at conductivities above 9
dS m'. Under high salinity levels (15 dS m™), the reduction in germination percentage
and the increase in mean germination time were 74 % and 53 %, respectively, compared
to the control. The use of a grading scale for phenotypic evaluation was effective in
indicating the critical dose at an early stage and in highlighting the variation in response
among the genotypes. After the removal of saline conditions, seeds subjected to 9, 12 and
15 dS m™ achieved germination of 18.9 %, 44.3 % and 67.2 %, respectively. In the H>O»
quantification study, higher accumulation was observed in the seedlings of P. edulis and
P alata, while lower levels were noted in P. mucronata and P. gibertii. In general, P.
edulis in the seed phase is tolerant to levels below 6 dS m™! and presents critical responses
from 9 dS m™ upwards. The results obtained from this study provide valuable new
information to support future works on screening of salt-tolerant Passiflora genotypes in

early development stages.

Keywords Passionfruit. Salinity. Seeds germination. Screening. Tolerant genotypes
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1 INTRODUCAO

A salinidade ¢ um problema crescente para a agricultura (Hmissi et al., 2023).
Estima-se que 33% das terras agricolas do mundo sdo irrigadas e altamente afetadas pela
salinidade (Jameel et al., 2024). No Brasil, os efeitos do estresse salino sob as culturas
sdo relatados com maior frequéncia na regido semidrida, onde as condig¢des
edafoclimaticas sao marcadas por baixa pluviosidade, altas temperaturas e
evapotranspiracao elevada (Moura et al., 2020; Lima et al., 2022a). A regiao Nordeste do
Brasil, onde predomina o clima semiérido, ¢ responsavel por cerca de 71% da producao
nacional de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims) (IBGE, 2023), sendo, portanto,
ambiente altamente afetado pela salinidade.

Parte do problema da salinidade no semidrido se deve as fontes de agua
disponiveis para irrigagdo, que geralmente apresentam concentragdes moderadas e altas
de sais soluveis (Pinheiro et al., 2022), contribuindo para o desequilibrio nutricional do
solo e consequente reducao dos rendimentos (Lima et al., 2022a; Lima et al., 2022b).
Outros fatores como o tipo de solo, o manejo, a espécie, o genotipo e o estddio de
desenvolvimento, também indicam como a salinidade afeta as plantas cultivadas
(Dehnavi et al., 2020; Lima et al., 2023). As respostas das espécies a salinidade sdo
diversas (Li et al., 2023) e dependem do nivel e duragdo do estresse aplicado (Tlahig et
al., 2021; Chaudhary et al., 2024), da variabilidade intra e interespecifica (Lima ef al.,
2020; Moura et al., 2021) e da fase a qual sdo expostas ao estresse (Dehnavi et al., 2020;
Moura et al., 2020; Begum ef al., 2022).

A germinagdo de sementes € a primeira etapa do ciclo de vida da planta e os testes
de germinacdo e de vigor sdo uteis para avaliar a qualidade fisioldgica de sementes, bem
como estimar seu potencial e desempenho em solos com alta concentragdao de sais
soluveis, representando uma abordagem réapida e segura (Hmissi ef al., 2023). O teste de
germinagdo ¢ um dos métodos mais difundidos mundialmente para screening e
determinagdo de tolerancia ou sensibilidade das espécies a salinidade (Li et al., 2023;
Kaur et al., 2023). Tanto a germinacdo como o crescimento de plantulas, sdo apontados
como as fases mais sensiveis em culturas como arroz (Qin et al., 2020; Russel et al.,
2021), sorgo (Dehnavi et al., 2020) e tomate (Sivakumar et al., 2020; Jameel et al., 2024).

O estresse salino pode reduzir a porcentagem de germinagdo, devido as altas
concentragdes dos ions sddio (Na) e cloreto (ClY) que se tornam toxicos as células e
alteram a homeostase i0nica afetando a capacidade das sementes em absorver agua

(Breria et al., 2020; Soliman et al., 2020). A interrupcao da homeostase osmotica, idnica
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e nutricional pela salinidade levam a alteracdes bioquimicas como a geragao
desbalanceada de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radicais superdxido
(O2), hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H20>) (Rosca et al., 2023; Mukherjee et
al., 2024) que causam danos oxidativos a biomoléculas incluindo proteinas, lipidios e
acidos nucléicos (Breria ef al., 2020; Hasanuzzaman et al., 2021). O H>O» atua como uma
molécula sinalizadora durante o estresse, mobilizando enzimas que atuam na
desintoxica¢ao celular (Hasanuzzaman et al., 2020; 2021; Taiz et al., 2021; Mukherjee et
al., 2024). Embora alguns estudos tenham investigado a tolerancia a salinidade em
espécies de Passiflora (Lima et al., 2020; Moura et al., 2021), at¢ o momento ndo ha
pesquisas cientificas voltadas a avaliagdo bioquimica dessas plantas sob condi¢des de
estresse salino, especificamente quanto a quantificacdo de perdéxido de hidrogénio. A
triagem de genotipos de maracuja quanto a tolerancia ao sal tem sido limitada pela
auséncia de métodos de avaliagdo eficazes. Portanto, uma melhor compreensao dos
mecanismos subjacentes a tolerancia a salinidade ¢ fundamental para avangar nesse
campo de estudo.

O maracujazeiro (Passiflora edulis) ¢ cultivado em diversos paises e apresenta
significativa reducdo de produtividade devido a salinidade do solo (Soares et al., 2002;
Hurtado-Salazar, 2018). Nesse contexto, a exploracdo da variabilidade genética no género
Passiflora ¢ fundamental, pois permite identificar gendtipos com tolerancia ao sal entre
as espécies silvestres. Para o uso eficaz de métodos baseados em testes de germinagao de
sementes, € essencial avaliar diferentes caracteristicas e definir uma dose critica de NaCl
capaz de discriminar genoétipos. Para Passiflora, diferentes concentragdes ja foram
testadas em plantas em distintos estddios de desenvolvimento (Andrade ef al., 2018; Lima
et al., 2020; Moura et al., 2021, 2022b; Souto et al., 2023). O conhecimento sobre a
sensibilidade da principal espécie cultivada comercialmente (P. edulis) ¢ um indicador
relevante para a defini¢do da dose critica de NaCl a ser utilizada como referéncia na
identificacdo de genoétipos tolerantes em programas de melhoramento genético. No
entanto, ainda ha escassez de informagdes sobre a sensibilidade das sementes dessa
espécie (Montana et al., 2014; Andrade et al., 2018).

A presente investigacao foi conduzida com o objetivo de caracterizar a tolerancia
a salinidade, utilizando a espécie mais amplamente cultivada no Brasil (P. edulis) como
referéncia para a identificagdo e selecdo da dose critica de sal (NaCl), bem como para a
defini¢do de critérios de triagem de gendtipos tolerantes ao sal em estadios iniciais de

desenvolvimento, a partir de bancos de germoplasma de Passiflora. Para isso, diferentes
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concentragdes de NaCl e um novo método foram empregados na anélise da germinagao
de sementes e do crescimento de plantulas em espécies do género. Adicionalmente, foi
realizado, pela primeira vez, um estudo visando identificar e quantificar o efeito do
peroéxido de hidrogénio no crescimento das plantulas, por meio do método
espectrofotométrico, proporcionando uma nova perspectiva sobre a importancia desse
marcador bioquimico na compreensdo da sensibilidade e da tolerdncia de espécies

contrastantes de Passiflora ao estresse salino.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento e material vegetal

O experimento foi realizado no Laboratorio de Conservacao e Tecnologia de
Sementes da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no municipio de Cruz das
Almas, Bahia, Brasil (12°39'25" S, 39° 07' 27" W, 222 m). Foram avaliados cinco acessos
de Passiflora edulis Sims (BGP190, BGP418, BGP424, BGP427 e BGP436) oriundos de
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa.

As sementes foram obtidas de frutos maduros, originados por polinizagdo
controlada e recém-colhidos no campo. Os frutos foram abertos e o arilo removido
manualmente por meio de friccdo em peneira de malha fina e posteriormente em tecido
de algodao. Em seguida, as sementes foram secas em bancada sobre papel por 72 horas
com temperatura de 25+2 °C. O conteudo de agua foi de 9,5% em média, sendo estimado
a partir de cinco amostras de 10 sementes por acesso pelo método de estufa a 105 °C por
24 horas, conforme as recomendagdes das Regras para Andlise de Sementes (Brasil,

2009).

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 6, sendo cindo acessos de P. edulis (BGP190, BGP418, BGP424,
BGP427 e BGP436) e seis niveis de condutividade elétrica da agua (CEa=0, 3, 6, 9, 12
e 15 dS m™), distribuidas em quatro repeti¢des de 25 sementes totalizando 100 sementes

por tratamento.

2.3 Preparo da solucio salina e semeadura das sementes
As sementes foram submetidas a cinco niveis de condutividade elétrica da agua

(CEa=3,6,9, 12 ¢ 15 dS m™) e seu controle (4gua destilada — CEa= 0 dS m™). Para o
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preparo das solugdes salinas, nas diferentes concentragdes, utilizou-se um condutivimetro
de bancada e as CE foram alcancadas mediante a dilui¢ao do cloreto de sddio (NaCl) na
propor¢io de 1 g L' de 4gua destilada.

Para a semeadura, utilizou-se caixas acrilicas transparentes (gerbox) previamente
desinfestadas com alcool 70% contendo trés folhas de papel germitest (esterilizadas em
estufa a 105 °C por 2 horas) umidificadas com 2,5 x o peso do papel com 4gua destilada
ou solucdo salina nos diferentes niveis. As gerbox foram semeadas com 25 sementes cada
e alocadas em camara de germinacdo (BOD - Biochemical Oxygen Demand) com
temperatura alternada, sendo 20 °C por 16 horas e 30 °C por 8 horas, no escuro (Brasil,
2009). As avaliacdes da germinag@o foram didrias e transcorreram até os 28 dias apds a
semeadura — DAS (Brasil, 2009). Considerou-se germinadas as sementes que

apresentaram emissao da radicula com > 2,0 mm.

2.4 Variaveis avaliadas

2.4.1 Germinac¢ao de sementes

NSG

Foram avaliadas a germinagdo (GER), expressa em porcentagem (GER = - x

100);

k .
tempo médio de germinacdo (TPM) que ¢é expresso em dias (TPM = Z ~L); taxa média

K ny(ng-1)
de germinagio (TXM), expressa em dias™ (TXM = ﬁ); sincronia (SIN) (SIN = Z“TZ

);

) onde, NSG ¢ o nimero de sementes germinadas; NTS, o

k
: n; n;
incerteza (INC = zizl o= logy

nimero total de sementes; n; € o nimero de sementes que germinaram no dia i; i € o
nimero de dias contados a partir do inicio da germinacgdo e varia de 0 (dia da embebigao
de umidade) a k (dia do término do experimento) e N ¢ o tamanho do lote. Para célculo
do indice de velocidade de germinagao (IVQG), utilizou-se a formula IvG =Ni/Di +No/D2 + ... +
Nu/Dn, €m que 0 N € o numero de sementes germinadas observadas no dia da contagem e
D, o nimero de dias apés a semeadura em que foi feita a contagem de sementes. As
equagoes utilizadas para inferéncia das variaveis GER, TPM, TXM, SIN e INC foram
preconizadas por Bhatt et al. (2020), com modificagdes € o IVG por Maguire (1946).

2.4.2 Massas fresca e seca das plantulas
Para avaliacdo da massa de matéria fresca (MFP) e seca (MSP) das plantulas
(parte aérea e raiz), as sementes germinadas foram realocadas para novas gerbox contendo

trés folhas de papel germitest e umidificadas 2,5 x o peso do papel com 4gua destilada ou
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solucao de NaCl nos diferentes niveis de CEa e acondicionadas em BOD com temperatura
constante de 25 °C e fotoperiodo alternado com 12 horas no claro e 12 horas no escuro
até o final do experimento (28 DAS). Foram utilizadas trés repeticdes com trés plantulas
para cada acesso e dose de sal ou controle avaliadas. A massa seca foi obtida apos secagem
em estufa com circulacao de ar for¢ada a 65 °C, até as amostras atingirem peso constante.

A pesagem foi realizada com o auxilio de uma balanca analitica.

2.5 Classificacao das sementes e plantulas

Para avaliar os danos causados pelo estresse salino na qualidade das sementes e
plantulas de P. edulis geradas nas diferentes CEa analisadas, criou-se uma escala de notas
que varia de 1 a 6, sendo 1 para sementes ndo germinadas e 6 para plantulas com os
cotilédones totalmente livres (Figura 1). Um total de 40 plantulas (repeti¢des) foram
avaliadas por tratamento. Para tal, utilizou-se as imagens das plantulas nas gerbox aos 20
DAS. As notas obtidas foram transformadas em porcentagem de sementes e/ou plantulas

em determinada classe (%).
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Figura 1. Escala de notas com variacao de 1 a 6 para avaliacdo dos danos causados pelo

estresse salino em sementes e plantulas de Passiflora edulis Sims.
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2.6 Retomada da germinacgdo apods estresse

Ao final do experimento (28 DAS), as sementes ndo germinadas foram retiradas
da condicdo salina, lavadas em agua corrente e reinstaladas em gerbox contendo apenas
dgua destilada (CEa= 0 dS m™") e avaliadas em BOD nas mesmas condi¢des. Do mesmo
modo, as avaliagdes da germinacdo procederam até os 28 DAS, visando a comprovagao

da viabilidade das sementes pos-estresse salino.

2.7 Determinacao do peroxido de hidrogénio (H202) em Passiflora spp.

Para determinar o H,O2 em plantulas de maracuja submetidas ao estresse salino,
foram avaliadas quatro espécies do género Passiflora L. representados por acessos do
BAG da Embrapa: P. edulis (BGP190), um hibrido intraespecifico de P. alata (OTH-157),
P. gibertii (BGP008) e P. mucronata (BGP114). Para semeadura, utilizou-se 200 sementes
(de frutos oriundos de polinizagdo cruzada e recém-colhidos) por espécie, sendo 100 (4
repeti¢des de 25 sementes) submetidas a CEa de 0 dS m™! (4gua destilada) e 100 a CEa
de 9 dS m™! (solugdo de NaCl). A semeadura e avaliagio da germinacdo seguiram a
metodologia descrita anteriormente no item 2.3.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2,
sendo quatro espécies de Passiflora L. (P. edulis, P. alata, P. gibertii ¢ P. mucronata) e
dois niveis de condutividade elétrica da 4gua (CEa =0 e 9 dS m™!), avaliadas aos 7, 14 e

21 dias ap0s o transplantio (DAT) em trés repeti¢des por tratamento.

2.7.1 Transplantio das sementes germinadas e tempo de exposi¢iao ao estresse

Ap0s a germinagao, as sementes com radicula > 2,0 mm foram transplantadas para
caixas de acrilico (7,5 x 7,5 cm) contendo 50 g de uma mistura composta por 70% de
areia lavada e 30% de vermiculita®, umidificada com 50 mL de 4gua destilada (controle)
ou solucdo de NaCl (tratamento salino — 9 dS m™) e levadas para BOD com temperatura
constante de 25 °C e fotoperiodo alternado de 12 horas. Cada magenta foi composta por

seis sementes germinadas e representou uma repeticao.

2.7.2 Avaliacao do teor de H20:2
O preparo e leitura das amostras foram preconizados por Velikova et al. (2000).
Utilizou-se 0,30 g das plantulas frescas (parte aérea e raiz) e 5 mL de 4cido tricloroacético

(TCA) a 0,1% para homogeneizagdo e posterior centrifugagdo a 12.000 rpm por 15 min.
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a4 °C. A mistura da reagdo consistiu em 0,5 mL do sobrenadante do extrato da plantula,
0,5 mL a 10 mM do tampao fosfato de potassio (KH2PO4) ajustado ao pH 7,0 e 1,0 mL a
1 M de iodeto de potassio (KI). As amostras foram mantidas por uma hora no escuro ¢ as
leituras realizadas em espectrofotometro, sendo a absorbancia medida a 390 nm. A
amostra em branco consistiu em agua destilada, na auséncia do extrato da plantula. A
curva de calibragio foi feita com base em uma dilui¢do seriada (10" a 10°) de H202a 35%
na presenca de KH>POy4 e KI. A quantidade de H,O» das amostras (nmol L) foi dada com

base na curva de calibragao.

2.8 Analise dos dados

Os dados de germinacdo de sementes foram submetidos ao teste de normalidade
e, quando necessario, foram transformados (arc sen v/x). As médias foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA) e agrupadas pelo teste de Scott-knott (p < 0,05). Os dados
da determinacdo do peroxido de hidrogénio foram submetidos ao teste t (p < 0,05) para
comparagdo da influéncia do tempo de exposicdo das plantulas ao estresse salino dentro
de cada espécie estudada.

Foram realizadas analises multivariadas de agrupamento associado ao Heatmap
para avaliar a relagdo entre as variaveis estudadas e qual dessas contribuem de forma
eficiente para a variagdo total disponivel entre os acessos e doses de NaCl utilizadas. As
analises foram realizadas com auxilio do programa estatistico R e dos pacotes agricolae,

ggplot e superheat (R Development Core Team, 2023).

3 RESULTADOS

3.1 Germinacio de sementes de P. edulis

A porcentagem de germinacdo (GER) dos cinco acessos de P. edulis nos diferentes
niveis de NaCl, diminuiu com o aumento da condutividade elétrica da agua - CEa (Figura
2A). Para a maioria dos acessos, a emissao da radicula foi iniciada aos 4 DAS com GER
variando de 4% (BGP190) a 40% (BGP424) no controle (0 dS m™) e abaixo de 5%
quando submetidos a menor dose (3 dS m™") de NaCl (Figura 2B, C). A estabiliza¢do da
germinagdo no tratamento controle ocorreu aos 16 DAS (Figura 2B) e pouca variagao
ocorreu nas demais CEa apo6s esse periodo (Figura 2C-G). As alteragdes na porcentagem
final da germinacgdo entre os acessos foram mais evidentes a partir de 9 dS m™! (Figura

2E-G), sendo que nesta condutividade a variacdo foi de 66% a 94% para os acessos
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BGP427 e BGP424, respectivamente (Figura 2E). As menores GER foram registradas na
dose de 15 dS m™!, variando de 3% para BGP418 a 38% para BGP424 (Figura 2G).
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Figura 2. Porcentagem de germinacdo (GER) de cinco acessos (BGP190, BGP418,
BGP424, BGP427 e BGP436) de Passiflora edulis Sims submetidos a seis niveis de

condutividade elétrica da agua (CEa) avaliados até os 28 dias apos a semeadura — DAS.

A) Percentagem média de germinagdo independente dos acessos; B) CEa= 0 dS m™'; C)

CEa= 3 dS m’!; D) CEa= 6 dS m’!; E) CEa= 9 dS m"!; F) CEa= 12 dS m'!; G) CEa= 15

dS m’. A linha vermelha tracejada (-----) nos graficos indica a estabilizacdo da

germinagdo aos 16 DAS.
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Aos 28 DAS houve aumento no efeito deletério do NaCl com incremento da
condutividade elétrica da 4gua. A GER foi reduzida de 96% (controle — 0 dS m™) para
25% a 15 dS m™!' (Figura 3A). Essa mesma tendéncia foi observada na taxa média de
germinagdo — TXG, sincronia — SIN e indice de velocidade de germinagdo - IVG (Figura
3C, E, F). Por outro lado, o tempo médio de germinacdo — TMG dobrou na comparacao
entre o tratamento controle e as maiores concentracdes de NaCl (12 e 15 dS m™),
indicando que na condi¢do salina a germinacdo ocorre de forma lenta (Figura 3B). A
incerteza na germinagio — INC foi maior nas doses de 3 a 12 dS m™! (Figura 3D). Nao
foram registradas diferencas entre as massas das matérias fresca e seca entre as CEa

avaliadas (Figura 3G, H).
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Figura 3. Efeito do estresse salino induzido por seis condutividades elétricas da agua
(CEa=0,3,6,9,12 ¢ 15dS m™) em variaveis da germinagdo de sementes de Passiflora

edulis Sims aos 28 dias ap6s a semeadura — 28 DAS (A-H). A) Porcentagem de
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germinagcdo (GER); B) Tempo médio de germinacdao (TPM); C) Taxa média de
germinagdo (TXM); D) Incerteza de germinacdo (INC); E) Sincronia de germinacgdo
(SIN); F) Indice de velocidade de germinagio; G) Massa fresca da plantula (MFP) e H)
Massa seca da plantula (MSP). Médias com as mesmas letras nao diferem entre si pelo

teste de Scott-Knott (p < 0,05). Barras verticais indicam o desvio padrao calculado.

Conforme avaliacdo dos danos causados pelo NaCl em sementes e plantulas de P
edulis por meio de uma escala de notas que varia de 1 para sementes ndo germinadas a 6
para plantulas com folhas cotiledonares completamente livres (Figura 1), observamos
que, em geral, a porcentagem de sementes ndo germinadas, aumentou com o nivel de
estresse aplicado, variando de 74% para o BGP436 (Figura 4E) a 88% para os BGP190 e
BGP418 em 15 dS m™ (Figura 6A, B). Os gendtipos BGP190 ¢ BGP418 foram
classificados como mais sensiveis ao estresse salino, pois 88% das sementes nao
germinaram a partir da CEa de 12,0 dS m™!, enquanto para os demais genotipos esse
resultado foi igual ou inferior a 65%.

Para a identificacdo de fontes de tolerancia ao NaCl ¢ desejavel que o estresse
salino permita um nivel de dano, sem, contudo, comprometer seriamente os caracteres
relacionados a qualidade fisiologica das sementes. A exposi¢io a 9 dS m™ de NaCl
favoreceu uma reducao de 98% a 100% para a porcentagem de plantulas com as folhas
cotiledonares totalmente livres e expandidas entre os acessos (Figura 4A-J). Nesse
sentido, foi possivel selecionar o nivel de 9 dS m™!, pois decréscimos mais expressivos
foram notados para as caracteristicas morfofisiologicas a partir desta concentragdao

(Figuras 3; 4).
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Figura 4. Classificacdo das sementes e plantulas de P. edulis submetidas a seis diferentes
niveis de condutividade elétrica da agua (CEa) aos 20 dias apds a semeadura — DAS por
meio de uma escala de notas que variou de 1 (sementes ndo germinadas) a 6 (plantulas
com folhas cotiledonares completamente livres e expandidas). A-E) porcentagem de notas
obtidas para sementes e plantulas em funcdo dos tratamentos salinos; F-J) representagdo
fenotipica das sementes e plantulas dos acessos de P. edulis avaliados com base na escala

de notas: 1 = sementes ndo germinadas; 2 = sementes com protusdo inicial da radicula
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(rd); 3 = sementes com crescimento inicial da raiz primaria (rp) e/ou secunddria (rs) com
tamanho proporcional ao da semente (1:1); 4 = sementes com ou sem a presenga de
tegumento (teg) aderido aos cotilédones (c) e com crescimento da raiz duas vezes maior
em relacdo a semente (2:1); 5 = plantulas com as folhas cotiledonares (fc) em inicio de

separacao, presas pelo teg; 6 = plantulas com as fc totalmente livres e expandidas.

Na dose selecionada de 9 dS m™!, a qualidade fisiolégica das sementes ndo diferiu
entre os acessos (Figura 5A; D-H), com ressalva para BGP424, BGP427 e BGP436 que
alcancaram melhores valores para o tempo ¢ a taxa média de germinagdo ao final da
avaliagdo — 28 DAS (Figura 5B; C). Corroborando com os resultados obtidos quando
utilizado a escala de notas para selecionar gendtipos tolerantes e os acessos BGP190 e
BGP418 se mostraram mais sensiveis ao NaCl (Figuras 4; 5).

A andlise de heatmap (Figura 5I) confirma os resultados das andlises univariadas
(Figuras 3; 4). Observou-se a formacao de quatro grupos — G1 a G4 (Figura 5I). O Gl
agrupou a maioria dos acessos submetidos as CEa de 12 e 15 dS m™!, além dos acessos
BGP190 ¢ BGP418 sob 9 dS m!, reforcando que esses acessos sdo mais sensiveis ao
estresse salino na fase de germinagdo. O G2 foi formado somente pelo BGP418 na CEa
de 15 dS m™!, correspondendo ao maior impacto na qualidade fisioldgica das sementes.
O G3 foi formado por acessos avaliados sob CEa moderadas (6 € 9 dS m™) e o G4 aqueles
que receberam a menor dose de sal CEa=3 dS m™' e o controle com CEa= 0 dS m™! (Figura

51).
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Figura 5. A-H) Comportamento dos cinco acessos de P. edulis Sims (BGP190, BGP418,
BGP424, BGP427 e BGP436) avaliados na dose critica selecionada — CEa=9 dS m™!. A)
Porcentagem de germinagdo (GER); B) Tempo médio de germinacao (TPM); C) Taxa
média de germinagdo (TXM); D) Incerteza de germinacdo (INC); E) Sincronia de
germinagio (SIN); F) Indice de velocidade de germinagio; G) Massa de matéria fresca
da plantula (MFP); H) Massa de matéria seca da plantula (MSP) e I) Analise de
agrupamento com heatmap para identificar o efeito do estresse salino induzido por seis
condutividades elétricas da agua (CEa= 0, 3, 6, 9, 12 ¢ 15 dS m™!) em variaveis da
germinagdo de sementes de P. edulis aos 28 dias apos a semeadura — 28 DAS. Médias

com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Barras
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verticais indicam o desvio padrdo calculado. Os circulos no heatmap indicam os

gendtipos avaliados na dose critica (9 dS m™).

3.2 Avalia¢ao do retorno a germinacio apos o estresse

No presente estudo, observamos que o padrao de germinagdo das sementes de P,
edulis ndo se alterou até uma CEa de 6 dS m™' (Figuras 3A; 6A). A partir de 9 dS m!,
houve uma reducdo na germinagdo e, consequentemente, um aumento no percentual de
sementes nao germinadas, com 23,2, 52,2 e 74,8% para os niveis de CEade 9, 12 ¢ 15 dS
m’!, respectivamente (Figura 6A). Para avaliar a viabilidade dessas sementes nio
germinadas apos 28 dias de estresse induzido, foi realizado um teste de germinagdo na
auséncia de NaCl. Nesse teste, foi possivel recuperar a germinagdo das sementes em
18,9% (9 dS m™); 44,3% (12 dS m™) e 67,2% (15 dS m™) (Figura 6A). Também foi
observada uma maior porcentagem de sementes ndo germinadas apds o estresse nesses
trés niveis de CEa (9, 12 e 15 dS m™"), com valores respectivos de 4,3, 7,9 e 7,6% (Figura
6A). Esse resultado pode ser atribuido a maior influéncia do estresse osmético e, em
menor grau, ao efeito toxico do NaCl sobre a germinagdo. Entre os genotipos testados,
trés deles (BGP190, BGP418 ¢ BGP427) apresentaram os maiores percentuais de
sementes niio germinadas ap0s o estresse, a partir da dose critica (9 dS m™) previamente

testada (Figura 6D-F).
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Figura 6. A) Efeito do estresse salino induzido por seis condutividades elétricas da agua

(CEa=0,3,6,9,12 e 15 dS m™") na porcentagem de sementes germinadas sob estresse

(com NacCl), ap6s a remogao das condigdes salinas e exposicao a dgua destilada - CEa =

0 dS m! (pos-estresse - sem NaCl) e sementes ndo germinadas (pds-estresse - sem NaCl)

aos 28 dias ap6s a semeadura — 28 DAS. B—F) Comportamento dos cinco gendtipos de P.
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edulis quanto a porcentagem de sementes germinadas sob estresse, recuperacdo da
germinagdo e sementes ndo germinadas na auséncia de NaCl (pds-estresse) nas cinco

doses previamente aplicadas.

3.3 Quantificacio de peroxido de hidrogénio H202 em plantulas de Passiflora spp.

Para quantificar o teor de H>O> em plantulas de quatro espécies de Passiflora,
foram utilizadas a solugio com NaCl a 9 dS m™! e seu respectivo controle. A quantificagio
foi baseada em curvas de calibragdo realizadas aos 7, 14 e 21 dias apos o transplantio
(DAT), cujos coeficientes de determinacio (R?) variaram de 0,96 a 0,97 (Figura 7A-C).
P, edulis apresentou os maiores valores independentemente do tempo de exposi¢ao, com
efeito mais pronunciado aos 14 DAT (33,6 nmol L' de H,0»), enquanto o controle (sem
a presenca de sal) acumulou 27 nmol L™ de H>O; (Figura 7D). P. alata apresentou, em
geral, o segundo maior acimulo de H>O2, com diferengas apenas aos 7 e 21 DAT (Figura
7E). As espécies P. gibertii ¢ P. mucronata produziram menores quantidades de H>O» ¢
ndo apresentaram diferengas entre plantulas submetidas ou ndo ao estresse salino até os
14 DAT (Figura 7F, G). No entanto, todas as espécies apresentaram variacdes a0 comparar
os tratamentos com sal e controle aos 21 DAT (Figura 7D-G).

Com relagdo ao aspecto fenotipico das plantulas, observou-se retardo no
crescimento e menor expansao foliar em P. edulis e P. alata a partir dos 14 DAT (Figura
7H, I), enquanto P. gibertii e P. mucronata mantiveram o mesmo padrao (Figura 7J, K),
demonstrando que essas espécies possuem mecanismos eficientes para manter o H>O; em

niveis basais.
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Figura 7. A-C) Curvas de calibracdo e equagdes de predi¢do das absorbancias obtidas a
390 nm realizadas aos 7, 14 e 21 dias apos o transplantio — DAT. D-K) Quantificagao
temporal do peroxido de hidrogénio (H202) e representagdo fenotipica das quatro
Passiflora spp. avaliadas. D-H) P. edulis, E-1) P. alata, F-J) P. gibertii e G-K) P.
mucronata nos tratamentos controle (CEa = 0 dS m™") e salinizados (CEa = 9 dS m™") nos
trés tempos de avaliagdo. Considerou-se ** altamente significativo, * significativo e ™
nao significativo a p <0.01 e p <0.05, respectivamente pelo teste t as diferencas entre os
tratamentos controle (sem NaCl — 0 dS m™) e sob estresse salino (com NaCl — 9 dS m™)

em cada tempo (7, 14 e 21 DAT) analisado.

4 DISCUSSAO

A germinagdo de sementes ¢ um processo complexo e crucial para o
estabelecimento bem-sucedido das plantas propagadas sexuadamente (Sajeev et al.,
2024), entretanto pouco tem sido relatado sobre a tolerancia ao estresse salino em
sementes de Passiflora spp. Quando as sementes sdo expostas a solugdes salinas, a fase
de embebigdo ¢ diretamente afetada devido a dificuldade de absor¢ao de agua. Isso, por

sua vez, compromete a fase de estabilizagdo, onde a mobilizagdo de reservas e a
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preparacdo para o crescimento ativo ocorrem. Essas dificuldades acumuladas podem
atrasar ou impedir a protrusdo da radicula, afetando o sucesso geral da germinacao e do
estabelecimento da plantula (Taiz et al., 2021; Tlahig et al., 2021).

Para as passifloras a literatura disponivel estd focada nos estadios iniciais
(plantulas) ou finais (vegetativo e reprodutivo da planta) da espécie comercial — P. edulis
(Ferreira et al., 2022; Torres et al., 2023; Souto et al., 2023) e/ou de pouquissimas
espécies silvestres (Lima et al., 2020; Moura et al., 2021). Compreender a resposta de
genotipos com o estresse salino na fase de germinagao ¢ importante, pois permite adotar
estratégias para mitigar os efeitos deletérios da salinidade na qualidade fisioldgica de
sementes, além de ajudar na rapida identificacao de genotipos com tolerancia a salinidade.

O impacto do estresse salino e as respostas das plantas sdo influenciados pela
concentragdo e o tempo de exposicao ao sal (Tlahig ef al., 2021; Jameel et al., 2024). A
estabilizacdo da GER aos 16 dias apds a semeadura (DAS) e a semelhanga dos resultados
observados ao final do experimento — aos 28 DAS, indicam reducdo do tempo de
avaliagdo em 12 dias para P. edulis (Figura 2). No entanto, essa resposta pode variar a
depender da espécie, pois sementes de maracuja roxo (Passiflora edulis Sims f. edulis)
submetidas a CEa abaixo de 6 dS m™! iniciaram a germinagdo aos 16 DAS, ja nos niveis
de 9 e 12 dS m! o inicio deu-se aos 20 e 24 DAS, respectivamente (Montafa et al., 2014).
Na espécie silvestre Passiflora mucronata Lam., a germinagdo ocorreu entre 15 e 20 DAS
sob estresse salino (Lopes et al., 2023).

Neste estudo, foi observado que os acessos de P. edulis suportaram o estresse
induzido sem grandes impactos nos pardmetros avaliados até 6 dS m™'. Contudo, a
sensibilidade variou significativamente a partir de 9 dS m™! (Figuras 3, 4, 5) com reducio
significativa na porcentagem de germinacao (GER), taxa média de germinacao (TXM),
sincronia (SIN) e indice de velocidade de germinagdo (IVG) e aumento no tempo médio
de germinagdo (TPM) e a incerteza (INC) (Figuras 3; 5). Altos indices de INC indicam
germinagao pouco previsivel e desuniforme ao longo do tempo e podem ser influenciados
por uma série de fatores relativos as sementes e as condigdes de germinagdo, enquanto a
SIN mede o nivel de homogeneidade da germinacdo (Bhatt et al., 2022). Sob alta CEa
(15 dS m™), a redugiio maxima da GER em relacdo ao controle foi de 74%, ja o TPM foi
prolongado em seis dias (Figura 3A, B), indicando impacto na velocidade de absor¢ao de
agua e consequente reducao da qualidade fisiologica.

A classificagdo das plantulas oriundas de sementes submetidas ao estresse salino

¢ geralmente realizada por meio de caracteristicas biométricas de crescimento (Wang et
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al., 2022; Li et al., 2023). Para otimizar tais avaliagdes, aos 20 DAS foi aplicado uma
escala de notas que varia de 1 a 6 e considera caracteristicas fenotipicas de sementes e
plantulas (Figura 1). Os resultados mostraram a eficiéncia desse método em indicar nao
apenas a dose critica de NaCl capaz de causar danos, como também evidencia as variagdes
entre acessos de P. edulis (Figura 4). De modo geral, a partir de 9 dS m™!, as sementes nio
ultrapassaram o grau 4 da escala, ou seja, sementes germinadas com ou sem aderéncia do
tegumento aos cotilédones; evidenciando uma reducdo no crescimento como resultado
dos efeitos deletérios do NaCl. Essa redugdo corrobora estudos convencionais que
avaliam o comprimento do hipocétilo e da raiz em plantulas de diferentes culturas
oriundas de sementes submetidas ao estresse salino (Li et al., 2021; Wang et al., 2022;
Dadach et al., 2023; Hmissi et al., 2023; Pereira et al., 2024).

A andlise do comportamento dos acessos de P. edulis na dose critica de NaCl
selecionada (9 dS m™) revelou diferencas entre os genotipos (Figura 5). Para a maioria
das caracteristicas nao houve diferengas marcantes (Figura 5A, D-H), embora os acessos
BGP424, BGP427 ¢ BGP436 tenham se destacado por apresentar menor TPM e maior
TXM (Figura 5B, C), indicando melhor performance em condi¢des de estresse salino.
Além disso, foram os acessos que apresentaram maior vigor das plantulas com maior
porcentagem de sementes germinadas com formacdo da raiz, hipocétilo e folhas
cotiledonares (notas 5 e 6) em condigdes salinas moderadas (Figura 4C-E; H-J). A anélise
de agrupamento (cluster) associada ao mapa de calor (Figura 51) também confirmou essa
variagdo entre os acessos de P. edulis para a tolerancia ao sal na fase de sementes.

A identificacdo de genotipos tolerantes a salinidade por meio de estudos de
germinacgao de sementes € de grande importancia (L1 et al., 2023). Em P. edulis, notamos
uma tendéncia exponencial ap6s o inicio da germinagdo das primeiras sementes a partir
4 DAS, levando a uma réapida estabilizagdo no 16° dia (Figura 2A). Embora a tendéncia
ascendente tenha sido mantida com o aumento das doses salinas, houve uma redu¢do no
numero de sementes germinadas (Figura 2A). E interessante destacar que esse ponto de
estabilizacdo obtido aos 16 DAS pode ser utilizado na andlise de outros genotipos de P.
edulis. Por outro lado, em outras espécies de Passiflora espera-se um comportamento de
germinagdo variavel, mesmo sob condi¢gdes ideais, devido a presenga de dorméncia em
algumas espécies (Faleiro et al., 2019; Silva et al., 2022). Portanto, para que esse método
seja aplicado as diferentes espécies do género, ¢ fundamental que os critérios de
identificacdo da tolerancia, nessa fase inicial do desenvolvimento, sejam ajustados de

acordo com as particularidades fisiologicas de cada espécie. Desta forma, ¢ prudente
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estabelecer a germinacao das primeiras sementes no tratamento controle como ponto de
partida para a avaliacdo do tratamento salino (com 9 dS m™ de NaCl). A partir desse
ponto, o tratamento com sal deve ser avaliado por, no minimo, 16 dias apds o inicio da
germinagao ou até que ocorra a estabilizagao.

Sabe-se que uma quantidade minima de agua ¢ necessaria para hidratacao dos
tecidos, reativacdo do metabolismo e subsequente crescimento do eixo embrionario
(Dadach et al., 2023). Para sementes em condi¢des de estresse salino, o principal distirbio
fisiologico apontado ¢ a diminui¢do da embebicao (Sajeev et al., 2024) que
consequentemente provoca estresses osmoticos e id6nicos (Soliman et al., 2020; Bouzidi
et al., 2021). Nosso estudo mostra que mesmo com baixa germinagdo (25.2%) em 15 dS
m™! (Figura 6A), as sementes ainda estavam vidveis, uma vez que, apos serem colocadas
em condi¢cdo sem sal, foi observada uma recuperagao de 67,2% da geminacao (Figura
6A). Concentragdes elevadas de sal inibem a germinagao e reduzem seu percentual devido
aos efeitos toxicos dos ions Na™ e Cl~ (Haq et al., 2023; Jameel ef al., 2024). No entanto,
nossos resultados indicam que a principal causa da inibi¢do da germinag¢do em P. edulis
pode estar associada a restricdo osmotica e ndo a toxicidade ionica (Bhatt et al., 2022;
Hmissi et al., 2023).

De modo geral, observou-se um leve aumento no percentual de sementes ndo
germinadas em condigdes pos-estresse nos niveis de CEa de 9, 12 e 15 dS m™* (Figura
6A; D-F). Esse resultado indica que, a longo prazo, os efeitos toxicos dos ions Na* e CI-
podem se sobrepor aos de natureza osmotica na germinagdo de alguns genotipos de P,
edulis. Esse aspecto merece ser investigado com um tempo de exposicao mais prolongado
(> 28 dias) das sementes a salinidade.

Um estudo recente realizado por Pham et al. (2023) demonstrou efeitos
combinados (estresse osmotico e toxicidade i6nica) em sementes de Common purslane,
inibindo a capacidade de germinagdo e prolongando o tempo necessario para que ela
ocorresse. Segundo os autores, os efeitos da toxicidade i6nica foram maiores do que os
do estresse osmotico, reduzindo severamente a germinagdo das sementes devido ao
estresse oxidativo e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Tlahig et al.
(2021), ao avaliarem o comportamento germinativo de quatro espécies de leguminosas
(Lathyrus sativus L., Vicia sativa L., Vigna radiata L. R. Wilczek e Vigna unguiculata L.
Walp) sob condi¢des de estresse salino, observaram que a germina¢do nao foi afetada

pelo sal. Além disso, constataram uma reducdo significativa no crescimento do eixo
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embrionario, o que sugere a ocorréncia de estresse oxidativo devido as altas
concentragoes de NaCl.

Neste estudo, possivelmente as sementes submetidas ao estresse salino passaram
por um tipo de priming (pré-condicionamento), no qual sdo induzidas a um estado pré-
germinativo por meio da reidratagdo controlada, visando aumentar as taxas de germinagao
e o vigor das sementes. Essa técnica ¢ utilizada para regular a germinacdo, permitindo
que as sementes superem estresses ambientais (Bouzidi et al., 2021; Chaudhary et al.,
2024), além de induzir tolerancia a estresses abidticos, como seca, frio e salinidade
(Soliman et al., 2020; Guo et al., 2022; Pereira et al., 2024). Em nosso estudo, a
germinacgao rapida e sincrona das sementes de P. edulis removidas das condigdes salinas
apos 28 dias de estresse demonstrou que elas ja estavam preparadas para o inicio da
protrusao da radicula. Esse comportamento indica que as sementes dessa espécie podem
permanecer viaveis e retardar a germinacdo mesmo sob condi¢des de hipersalinidade.
Essas informacgdes também abrem a possibilidade de realizar estudos de priming com
NaCl em outras espécies de Passiflora.

A vulnerabilidade ao NaCl provavelmente se deve a incapacidade da semente de
manter concentragdes citosolicas mais baixas de Na™ e CI" (Dadach et al., 2023), o que
leva a alteragdes a nivel celular, como reducdo na divisdo e expansao (Rosca et al., 2023;
Pereira et al., 2024). Além dos danos a germinacao das sementes, quando as plantas sao
submetidas a estresses severos como a salinidade, apresentam uma série de respostas que
indicam desequilibrio em seu metabolismo (Soliman et al., 2020; Mukherjee et al., 2024).
Entre essas respostas, destaca-se a indugdo e formacao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que atuam como moléculas sinalizadoras, no entanto o acimulo excessivo resulta
em dano oxidativo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos (Pérez-Lopez et al., 2009; Gill
e Tuteja, 2010; Bhatt ef al., 2022). O peroxido de hidrogénio (H20z) ¢ uma ERO que atua
tanto como uma molécula sinalizadora quanto estressora, a depender do equilibrio entre
sua geracao e eliminagdao (Hasanuzzaman et al., 2020; 2021). Assim, a quantificacao do
peroxido em espécies contratantes de Passiflora spp., ¢ uma importante informacao para
melhor compreender os danos associados a salinidade.

Com base na quantificacdo temporal de H20O2, a maior sensibilidade ao estresse
salino foi observada para P. edulis e P. alata (Figura 7D, E) e maior tolerancia para P.
mucronata e P. gibertii (Figura 7F, G) aos 21 DAT. Estas tltimas espécies, além de menor
acumulo de H20», apresentaram formagao de plantulas (raiz, hipocotilo e epicotilo) em

condigdes de estresse (9 dS m™!) muito proximas as do controle (0 dS m™) (Figura 7J, K).
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De fato, a geracao de EROs varia muito com as espécies de plantas, gendtipos, nivel de
tolerancia e duracao da exposi¢ao ao estresse (Hasanuzzaman et al., 2020). Russel et al.
(2021) demonstraram que o estresse salino (7 dS m™') induzido por 24 dias aumentou a
producao de H,O> em genotipos de arroz sensiveis, por outro lado, aqueles classificados
como tolerantes apresentaram menor acimulo de H>O> e maior incremento do contetido
de prolina e atividades de catalase. O estudo desenvolvido por Jameel et al. (2024) para
tolerancia a salinidade com quatro variedades de tomate mostrou que na variedade
sensivel houve aumento de H>O» e a peroxidacdo da membrana quando comparada as
demais e o controle.

Em nosso estudo, as diferengas no acumulo de H>O, indicam que as espécies
silvestres P. mucronata ¢ P. gibertii apresentam sistemas de defesa mais eficientes em
relacdo as espécies comerciais do género P. edulis e P. alata. As plantas respondem aos
estresses abidticos de forma complexa e unica e diferentes alteragdes nas caracteristicas
fisiolégicas e morfoldgicas foram apontadas para estas espécies silvestres como
mecanismos de tolerancia ao sal por Lima et al. (2020) e Moura et al. (2021). Embora
nosso estudo nao tenha investigado as agdes de enzimas que atuam no sistema de defesa
antioxidante, tais como ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e peroxidase (POD) (Tlahig ef al., 2021; Begum et al., 2022; Jameel et
al., 2024), ¢ aceitavel que as diferencas entre as espécies sugerem algum mecanismo
regulador de ERO:s.

Este estudo foi idealizado com o objetivo de determinar pontos importantes para
uso na identificagdo de gendtipos com tolerancia ao estresse salino nos recursos genéticos
conservados nos bancos de germoplasmas. A abordagem principal foi por meio da andlise
de germinacdo de sementes sob estresse salino, pois ¢ um método pratico, rapido e
bastante utilizado em varias culturas (Andrade et al., 2018; Li et al. 2020; Sivakumar et
al., 2020; Bhatt ef al., 2022; Begum et al., 2022). Além disso, o estudo focou a maioria
dos esforcos na espécie P. edulis que ¢ a mais plantada no Brasil e cuja resposta ao sal
sera o balizador para selecao de gendtipos nos germoplasmas e hibridos dos programas
de melhoramento genético do maracujazeiro.

Nossos resultados permitiram identificar pontos importantes para a triagem de
genotipos de maracuja. Entre eles, destaca-se o momento inicial da avaliacdo, que deve
ocorrer apds a germinacao das primeiras sementes no grupo controle e se estender por, no
minimo, 16 dias apds o inicio da germinagdo ou até que ocorra a estabilizacdo, de modo

que os gendtipos avaliados possam expressar suas diferencas e ser identificados como
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tolerantes ou nao ao estresse salino. Observamos também que a dose que causa danos
limiares em P. edulis ¢ 9 dS m™!, sendo essa indicada para estudos de caracteriza¢io com
foco na identificagdo de fontes de tolerancia a salinidade. Os niveis de NaCl testados
inibiram a germinacao das sementes de P. edulis, mas ndo causaram morte embrionaria.
Além disso, encontramos diferencas no acimulo de perdxido de hidrogénio entre as
espécies avaliadas, sendo as espécies sensiveis ao sal (P edulis e P. alata) as que
apresentaram maior producao de H.O2 em relagdo as espécies tolerantes (P. mucronata
P. gibertii). Em conjunto, nossos achados abrem possibilidades para estudos em nivel
enzimatico (APX, CAT, SOD e POD), visando compreender melhor a interagdao entre

Passiflora spp. e o estresse salino.

5 CONCLUSAO

Determinar a tolerancia a salinidade entre os recursos genéticos disponiveis ¢é
necessario para o desenvolvimento de variedades de maracujd com melhor desempenho
em condicoes salinas. Este ¢ o primeiro estudo a fornecer dados sobre a quantificagdo de
peroxido em plantulas cultivadas sob estresse salino. Para a selecdo de genotipos de P,
edulis tolerantes ao estresse salino, recomendamos o uso de uma concentragao de NaCl
de 9 dS m™!, com avaliagio realizada por, no minimo, 16 dias apds o inicio da germinagio
ou até que a germinacgao se estabilize. O método da escala de notas foi eficaz para indicar
os danos causados pelo estresse salino a qualidade das sementes e plantulas de P. edulis.
Os niveis mais elevados de NaCl (12 e 15 dS m™!) inibiram a germinagio das sementes
de P. edulis, mas nao causaram morte embrionaria. As variagdes no acimulo de H20:
entre as quatro espécies analisadas indicam variabilidade nas respostas fisiologicas e
enzimaticas, sendo que as espécies sensiveis ao sal (P. edulis e P. alata) apresentaram
maior producdo de H.O: em comparagcdo com as espécies mais tolerantes (P. mucronata

e P. gibertii).
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RESUMO

A salinidade ¢ um grave problema ambiental que afeta o maracujazeiro-amarelo
(Passiflora edulis Sims) e outras culturas. O conhecimento do estadio fenoldgico, nivel e
tempo de exposicdo das plantas ao estresse ¢ essencial para identificar gendtipos
tolerantes. As respostas morfofisiologicas de cinco acessos de P. edulis ao estresse salino
foram avaliadas com mudas em dois estadios de desenvolvimento (1-2 e 4-5 folhas) e seis
condutividades elétricas (CEa: 2 dS m™' de solu¢do nutritiva; 3, 6, 9, 12 e 15 dS m™! de
solucdo nutritiva + NaCl) para selecionar o estddio da planta, dose e caracteristicas
discriminatorias para identificar Passiflora spp. tolerantes. O experimento foi conduzido
em ambiente semi-hidroponico, com delineamento inteiramente casualizado e esquema
fatorial 6 x 2. Os dados foram submetidos a analise descritiva e multivariada. Nenhuma
diferenga significativa foi observada em relagdo aos estagios de desenvolvimento, mas
mudas com 4-5 folhas apresentaram menor variagdao no crescimento aéreo e radicular. A
salinidade teve influéncia negativa nas caracteristicas morfofisiologicas a partir de 3 dS
m™!, com reducdes mais acentuadas no crescimento e no acimulo de matéria seca a 9 dS
m™! em comparagio ao controle (2 dS m™! de solucfo nutritiva). O nivel critico de 9 dS m"
! também causou aumento no carbono interno e redugdes na transpiragiio, condutincia
estomatica, fotossintese, clorofila e funcionalidade estomatica. A andlise de componentes
principais nio revelou diferengas entre os acessos de P. edulis abaixo de 9 dS m™. Dez
caracteristicas foram selecionadas para avaliagdo e discriminagdo da tolerancia a
salinidade em Passiflora spp. e o uso de plantas com 30 dias de idade (4-5 folhas) sob 9

dS m! e 21 dias de exposicdo ¢ recomendado para a selecio rapida de genétipos.

Palavras-chave Salinidade. Maracuja-amarelo. Variabilidade intraespecifica. Trocas

gasosas. Semi-hidroponia. Tolerancia
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ABSTRACT

Salinity is a serious environmental problem affecting yellow passion fruit (Passiflora
edulis Sims) among other crops. The knowledge of the phenological stage, level and time
of exposure of plants to stress is essential to identify tolerant genotypes. The
morphophysiological responses of five P. edulis accessions to saline stress were evaluated
with seedlings at two stages of development (1-2 and 4-5 leaves) and six electrical
conductivities (ECw: 2 dS m™' of the nutrient solution; 3, 6, 9, 12 and 15 dS m™' of the
nutrient solution +NaCl) to select the seedling stage, dose and discriminatory
characteristics to identify tolerant Passiflora spp. The experiment was carried out in a
semi-hydroponic setting, with a completely randomized design and a 6 x2 factorial
scheme. The data were subjected to descriptive and multivariate analysis. No significant
differences were observed in relation to the stages of development, but seedlings with 4-
5 leaves showed less variation in aerial and root growth. Salinity had a negative influence
on morphophysiological characteristics from 3 dS m™ onwards, with more marked
decreases in growth and dry matter accumulation at 9 dS m™' compared to the control (2
dS m™ of nutrient solution). The threshold level of 9 dS m™ also caused an increase in
internal carbon and reductions of transpiration, stomatal conductance, photosynthesis,
chlorophyll and stomatal functionality. Principal component analysis revealed no
differences between the P edulis accessions under 9 dS m™!. Ten characteristics were
selected for the evaluation and discrimination of salinity tolerance in Passiflora spp. and
the use of 30-day-old plants (4-5 leaves) under 9 dS m™ and 21 days of exposure is

recommended for the rapid selection of genotypes.

Keywords Salinity. Yellow passion fruit. Intraspecific variability. Gas exchange. Semi-

hydroponics. Tolerance
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1 INTRODUCAO

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims) € a espécie economicamente mais
importante do género Passiflora L., e o Brasil ¢ o maior produtor € consumidor mundial
com mais de 95% da érea plantada global (Silva; Souza, 2020). Em 2023, a produgdo
brasileira foi estimada em aproximadamente 711 mil toneladas, cultivadas em uma area
de 45.761 hectares, com produtividade de 15,5 t ha! (IBGE, 2024). A regiio Nordeste é
a principal produtora de maracuja no Brasil e os principais municipios produtores estao
na regido semiarida, onde hé altas temperaturas e distribuicdo irregular de chuvas
(Pinheiro et al., 2022; Gheyi et al., 2023; Lima et al., 2023). Essas condi¢des contribuem
para a salinidade dos recursos hidricos superficiais ou subterraneas nessas areas de cultivo
(Moura et al., 2021; Souto et al., 2023).

A salinidade ¢ apontada mundialmente como um dos grandes desafios ambientais
por limitar a producdo agricola, especialmente em regides aridas e semidridas (Alfosea-
Simoén et al., 2020; Alam et al., 2021; Raggi et al., 2024). Com a expansdo das areas
agricolas, o uso de fontes hidricas alternativas ou degradadas para irrigagdo tornou-se
inevitavel (Alfosea-Simon et al., 2020; Gheyi et al., 2023). A alta concentragdo de sais na
agua e no solo afeta negativamente a formagdo de mudas e o estabelecimento do
maracujazeiro sob manejo convencional (Bezerra ef al., 2019; Lima et al., 2023), visto
que a tolerancia das cultivares ¢ baixa e ndo ultrapassa condutividades elétricas de 4 dS
m! (Diniz et al., 2020; Ferreira et al., 2022; Galvdo Sobrinho et al., 2023). Isso causa
prejuizos ndo apenas na formagdo das mudas, mas também nas fases posteriores,
principalmente na reprodugdo, prejudicando a produtividade do maracuja (Lima et al.,
2023).

Os efeitos nocivos da salinidade nas culturas devem-se a combinagao de varios
fatores, incluindo: (i) déficit hidrico devido aos efeitos osmoticos; (ii) toxicidade i6nica
associada a absor¢do excessiva de ions sodio (Na*) e cloreto (CI); e (iii) diminuigdo da
absor¢do de nutrientes minerais (Negrao et al., 2017; Lima et al., 2022; Singh et al.,
2023). Esses fatores impactam negativamente diversos processos fisioldgicos essenciais,
incluindo as relagdes hidricas, a taxa liquida de assimilacdo de CO», a eficiéncia na
captacao de luz, a capacidade antioxidante e outros (Bezerra et al., 2019; Alfosea-Simon
et al., 2020; Galvao Sobrinho et al., 2023; Chaudhary et al., 2024). A sensibilidade das
plantas indica impactos mais evidentes no crescimento (partes aérea e radicular);
redugdes no numero de folhas, area foliar e acimulo de matéria seca (Diniz et al., 2020;

Moura et al., 2020; Tzortzakis et al., 2022). Menor condutancia estomatica implica menor
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absor¢ao de CO; e producao de energia, o que consequentemente resulta em declinios na
taxa de crescimento, vigor, rendimento e qualidade das plantas (El Sabagh et al., 2021;
Munawar et al., 2021).

A intensidade dos danos causados pela salinidade depende do genotipo (Denaxa
et al., 2022), espécie (Lima et al., 2020; Souto et al., 2023), tempo de exposicao e
concentragdo de NaCl (Tlahig et al., 2021; Chaudhary et al., 2024), além do estagio
fenolédgico (El Sabagh et al., 2021; Chaudhry; Sidhu, 2022). Sob niveis salinos entre 1,3
e 4,0 dS m!, Lima et al. (2023) demonstraram que houve diferenga nas respostas das
plantas de P. edulis entre os estagios vegetativo e reprodutivo em condigdes de campo.
Entretanto, pesquisas em condi¢des naturais demandam grande area e tempo para
avaliagdo, além da presenca de ambientes heterogéneos e complexos (Shehzad et al.,
2021; Tao et al., 2021), tornando invidvel a identificagdo de um grande niimero de
genoétipos entre as diferentes espécies do género Passiflora, tendo em vista que o
desenvolvimento de cultivares tolerantes depende de extensa exploragdo intra e
interespecifica para identificagdo de germoplasmas promissores (Lima et al., 2020).

Além disso, na literatura ndo existem critérios bem estabelecidos como a dose
limite, o tempo de exposicdo ao estresse ou a fase fenologica ideal das mudas para a
rapida avaliacdo e identificacdo de espécies de maracuja contrastantes e/ou tolerantes a
salinidade em condic¢des controladas. Para tanto, € essencial utilizar a espécie comercial
de maracuja (P. edulis) como referéncia para o estudo, o que definira os critérios a serem
utilizados na avaliagdo da variabilidade existente entre Passiflora spp. Em particular, a
tolerancia a salinidade € essencial para a viabilidade comercial atual e futura do cultivo
de maracuja em regides aridas e semidridas (Moura ef al., 2020; Ferreira et al., 2022).

Dentre as estratégias existentes, os sistemas hidropdnicos e semi-hidroponicos
tém sido amplamente utilizados para avaliar o maracuja (Lima et al., 2020) e outras
espécies (Alfosea-Simon et al., 2020; Santos et al., 2020; 2023; Marques et al., 2024).
Esses sistemas ou plataformas de fenotipagem podem acomodar um ntimero maior de
plantas em uma pequena area para triagem de genotipos (Chen et al., 2011; Qiao et al.,
2019); e permitem o controle de fatores ambientais e o manejo de sais dissolvidos em
solugdo nutritiva (Shehzad et al. 2021).

O processo de fenotipagem utiliza inumeras caracteristicas morfométricas
relacionadas ao crescimento, produ¢do de biomassa aérea e radicular, bem como varidveis
fisiologicas e anatomicas (Lima et al., 2020; Moura et al., 2021; Raggi et al., 2024),

visando tanto a compreensdo das respostas adaptativas das plantas quanto a encontrar
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marcadores apropriados para identificar a tolerancia das culturas (Bogoutdinova et al.,
2024). No entanto, esse processo ¢ demorado e pode resultar em apenas uma pequena
contribui¢do para a sele¢do final. Por ser um pardmetro complexo, ¢ dificil prever a
tolerancia a salinidade com base em uma caracteristica especifica (Alam et al., 2021). A
indicacdo de variaveis mais informativas e discriminantes por meio da analise de
componentes principais (PCA) € relatada como uma importante ferramenta estatistica no
processo de triagem de genotipos tolerantes (Sivakumar et al., 2020; Alam et al., 2021;
Denaxa et al., 2022).

Assim, com o objetivo de estabelecer estratégias metodologicas que subsidiem a
avaliagdo rapida e eficiente dos recursos genéticos, conduzimos este estudo com o
objetivo de avaliar as respostas morfofisiologicas de cinco acessos de maracuja-amarelo
(P. edulis) ao estresse salino com mudas em dois estadios de desenvolvimento e diferentes
niveis de condutividade elétrica da 4gua de irrigagdo, visando selecionar a fase
fenoldgica, dose limiar de NaCl e caracteristicas importantes para o rastreamento de

genotipos tolerantes de Passiflora spp.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento e material vegetal utilizado

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo por 30 dias na Embrapa
Mandioca e Fruticultura, localizada no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil (12°
40'S, 39°06' W, 226 m). A temperatura média do ar variou de 25,1 a 28,1 °C e a umidade
relativa média do ar de 76,2 a 86,2% (Figura 1). Foram utilizados cinco acessos da espécie
Passiflora edulis (BGP190, BGP418, BGP424, BGP427 ¢ BGP436), pertencentes ao
Banco de Germoplasma de Passiflora da Embrapa. As sementes utilizadas para o

experimento foram obtidas de frutos recém-colhidos, oriundos de polinizagdo cruzada.
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Figura 1. Dados médios de temperatura e umidade relativa do ar coletados na unidade

experimental durante o periodo de estudo.

2.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 6 x 2, sendo seis niveis de condutividade elétrica da solugdo nutritiva (CEa: 2, 3,
6,9, 12 e 15dS m™') e dois estadios de desenvolvimento da planta (mudas com 4-5 folhas
e 1-2 folhas definitivas). Foram utilizadas 10 plantas (cinco repetigoes de duas plantas)
no controle (CEa: 2 dS m™! de solucdo nutritiva) e 10 plantas nas demais condi¢des salinas
(CEa: 3, 6, 9, 12 ¢ 15 dS m™' de solugdo nutritiva + NaCl), totalizando 600 plantas

avaliadas.

2.3 Obtencao das mudas e sistema hidroponico

Para a obtengcdo de mudas uniformes, a germinacdo das sementes ocorreu sob
condi¢des controladas em BOD (Biochemical Oxygen Demand) com temperaturas
alternadas com 20 °C por 16 horas e 30 °C por 8 horas, no escuro (Brasil, 2009). Apos
oito dias, as sementes germinadas foram transplantadas para bandejas contendo
vermiculita expandida (Agrofloc®) em casa de vegetagdo. As plantas de P. edulis
selecionadas para o transplante e avaliacao no sistema hidroponico apresentaram idades
distintas — mudas com 4-5 folhas foram transplantadas aos 30 dias apds a semeadura
(DAS) e aquelas com 1-2 folhas aos 20 DAS. Para tal, utilizou-se copos descartaveis
perfurados na base com capacidade para 80 mL, contendo areia de granulometria média
lavada e estéril. As mudas foram distribuidas em bandejas de vidro utilizando um sistema

semi-hidropdnico desenvolvido para manté-las sob irrigacdo controlada (Figura 2).
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© Tratamento controle — Solugdo nutritiva

@ Tratamentos salinos — Solugdo nutritiva + NaCl

Figura 2. Representacdo esquematica do sistema hidroponico desenvolvido para

avaliacdo de Passiflora spp. sob estresse em condi¢des controladas.

O sistema hidropdnico consistiu em seis bandejas de vidro nas propor¢des de 130
cm x 90 cm x 13 cm. A circulagdo de dgua foi automatica, consistindo em 10 ciclos didrios
com 30 minutos de irrigagdo e 1 hora de intervalo, com vazdo de 13,33 L min!. As
solugdes foram oxigenadas por meio de bombas de aquéario (Emicol®) acopladas
individualmente aos reservatorios (Figura 2), com poténcia de 32 W e tensdo de operagao
de 127 V (Mondial®, linha Clean).

Foram avaliados seis niveis de condutividade elétrica da dgua (CEa: 2, 3, 6,9, 12
e 15 dS m), sendo o controle contendo solugdo nutritiva para hidroponia (Forth
Soluveis®) CEa: 2 dS m’!. Para diluir a soluciio nutritiva utilizou-se 4gua do
abastecimento local na propor¢io de 1 g L', Para os tratamentos submetidos ao estresse
salino, além do adubo hidroponico (pH 5,6 a 6,5), foi acrescentado o cloreto de sddio
(NaCl) para alcangar as concentragdes de estresse testadas (CEa: 3,6, 9, 12 e 15dS m™).
Para tal, utilizou-se a seguinte formula: mg L' (NaCl)= 640 x (CEdesejada — CEatual), sendo
CEdesejada= a condutividade elétrica da agua a ser alcancada; CEawa= a condutividade

elétrica na qual a 4gua se encontra (Moura et al., 2021).
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Solugdes com diferentes niveis de CE foram acondicionadas em reservatorios
plasticos com 60 L de capacidade (Figura 2). As plantas foram aclimatadas no sistema
por seis dias apos o transplantio (DAT). Aos 7 DAT, foi adicionado NaCl a solugdo até a
dosagem inicial de 3 dS m™! para todas as bandejas, exceto o controle (livre de solugdo
salina). Aos 10 DAT a CE foi aumentada até completar as concentracdes finais desejadas
(6,9, 12 ¢ 15dS m™). As plantas foram mantidas no sistema por 21 dias ap6s a salinizagio
das solugdes. O nivel, pH e CE foram monitorados a cada dois dias, mantendo o volume
de 30 L e pH entre 5,5 ¢ 6,5. A CE s6 foi corrigida (com agua do abastecimento local e/ou
solugdo nutritiva para os tratamentos controle e salino) quando reduzida em cerca de 20%
da CE inicial.

Foram utilizados 30 g de fertilizante (Forth Solaveis®) e 3 g de quelato de ferro,
totalizando 33 g de produto dissolvido em 30 L de 4gua em cada reservatdrio do sistema.
Para a solucdo nutritiva, utilizou-se 1,0 g L' de fertilizante para fertirrigagdo com a
seguinte composi¢do: nitrogénio (N - 10%); fésforo (P20s - 2%); potéssio (K20 - 30%);
boro (B - 0,03%); enxofre (S - 10,9%); ferro (Fe - 0,2%); e magnésio (Mg - 1%). A essa
solucdo foi adicionado 0,1 g L' de quelato de ferro (Fe - 6%; Rexene® Ferro Q48).

2.4 Caracteres fisiolégicos

Foram avaliados os seguintes caracteres fisioldgicos: carbono interno (Ci); taxa
fotossintética liquida (A), condutincia estomatica (gs), transpiragdo (E), eficiéncia do uso
da dgua (EUA) dada pela razdo A/E, eficiéncia intrinseca do uso da dgua (i(EUA) dada
pela razdo A/gs e o indice de concentracdo de clorofila total — CLT, mensurado com
clorofilometro digital e portatil (CCM-200). As medidas de troca gasosa (Ci, A, gs ¢ E)
foram realizadas utilizando um analisador de infravermelho portatil — IRGA LCpro-SD
(ADC BioScientific Limited, UK) com 1000 um de fétons m? s' de radiagio
fotossinteticamente ativa (RFA). Durante as medi¢des, a concentragdo externa de didoxido
de carbono (CO») foi controlada e mantida em 750 umol m™ s! pelo controle interno do
IRGA, que regula a entrada de CO> na camara de medicao. Estas caracteristicas foram
mensuradas apos manifestagdo dos sintomas de toxidez idnica provocada pelo NaCl em
folhas adultas completamente expandidas, entre 9:00 e 11:00, aos 15 e 20 dias apos a

salinizagdo das plantas.

2.5 Caracteres biométricos
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As variaveis biométricas avaliadas aos 0, 7, 14 e 21 dias apds a exposi¢ao das
plantas ao estresse salino (DAE) foram: altura da planta (ALT) em cm, mensurada com
auxilio de uma régua milimetrada do colo da planta até a gema apical; diametro do caule
(DC) em mm, aferido com auxilio de paquimetro digital, imediatamente abaixo das folhas
cotiledonares; nimero de folhas (NF); comprimento e largura da folha (CF) e (LF) em
mm, aferido com auxilio de paquimetro digital.

Ao final do experimento (21 DAE) avaliou-se a 4rea foliar total (AF) em cm?,
estimada com o auxilio do software ImageJ (Rasband, 1997-2018) por meio das imagens
das folhas das plantas; massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSRA), determinadas
com auxilio de balanga semianalitica e os resultados expressos em gramas (g). A massa
seca foi obtida ap6s secagem em estufa com circulagdo de ar forgada a 65 °C, até as
amostras atingirem peso constante.

Trés raizes por tratamento foram acondicionadas em alcool 30% e refrigeradas até
o processo de digitalizagdo das imagens, realizado por meio de escaner para obtencao das
seguintes variaveis: comprimento total de raiz (CTR) em cm; didmetro médio de raiz
(DMR) em mm, volume total de raiz (VTR) em cm?

func¢ao da classe de diametro: RL1: 0.0 2 0.5 mm; RL2: 0.5a 1.0 mm; RL3: 1.0 a 1.5 mm;

, € comprimento total de raiz em

RL4:1.5 a 2.0; RL5: > 2.0 mm. O processamento das imagens foi realizado por meio do

software WinRizho, versao 2013d, com resolugao de 400 dpi.

2.6 Caracteres anatomicos

Foram analisadas a densidade estomatica (DES) em mm?, didmetro polar do
estomato (DPE), didmetro equatorial do estomato (DEE) em pum e a funcionalidade
estomatica (FES), calculada como a razdo DPE/DEE. Para tal, utilizamos o método de
esmalte, conforme descrito por Pathoumthong et al. (2023). As impressdes dos estomatos
foram analisadas e fotografadas com microscopio Olympus BX51 acoplado a camera
digital Olympus DP175 (Olympus, Toquio, Japao).

O processamento das imagens foi realizado com auxilio do software Imagel
(Rasband, 1997-2018). Foram utilizadas cinco imagens (repeti¢des) por acesso em cada
dose e estadio de desenvolvimento avaliados, totalizando 300 imagens avaliadas. Para
cada imagem foi realizado o comprimento e o diametro; e a contagem do numero total de
estomatos. Além disso, cinco estdmatos foram mensurados por imagem quanto ao DPE e

DEE, totalizando 1.500 estomatos analisados.
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2.7 Sintomatologia visual das folhas

Para avaliar os danos causados pelo estresse salino na qualidade das mudas de P
edulis, criou-se uma escala de notas em funcao dos sintomas deletérios ocasionados pelos
ions sodio (Na") e cloreto (CI') nas folhas de maracuja. As avaliagdes transcorreram apos
surgimento dos sintomas foliares aos 14 e 21 dias ap0s a salinizagao da solugdo. A escala
de notas varia de 1 a 5, sendo 1 para folhas sem sintomas e 5 para folhas murchas com
muitos pontos de queimadura e necrose (Figura 3). Aos 21 dias apds a salinizacdo das
plantas, as notas obtidas foram transformadas em indices de sintomas e apresentados em
porcentagem (IS%). Para calcular os IS utilizou-se a equagdo proposta por Mckinney

(1923).
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Figura 3. Escala de notas e sintomatologia foliar de plantas de Passiflora edulis Sims
submetidas ao estresse salino em sistema semi-hidropdnico utilizadas para obtencao do

indice de sintomas.

2.8 Analise estatistica
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Os dados de crescimento avaliados durante o periodo experimental (0-21 DAE)
foram representados por meio de graficos de linha para visualizar a dispersdao dos
tratamentos, e as diferengas entre a ultima e a primeira avaliagdo em cada estadio
fenologico e nivel de condutividade elétrica foram representadas por meio de graficos do
tipo boxplot. Os dados coletados ao final do experimento (21 DAE) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste t (p < 0,05) para comparar a influéncia do estadio
de desenvolvimento da planta nas respostas biométricas, fisioldogicas e anatomicas
avaliadas para cada condutividade elétrica. Esses dados foram representados por
boxplots.

No que se refere a analise multivariada, realizou-se a analise de componentes
principais (PCA) com todas as caracteristicas e acessos de P. edulis com 4-5 folhas no
controle (2 dS m™!) e na dose critica selecionada (9 dS m™!), bem como a rede de correlagio
com base no coeficiente de correlagdo de Pearson para avaliar a relacao entre as variaveis
estudadas na dose selecionada e qual dessas contribuem de forma eficiente para a variagao
total disponivel entre os acessos. As analises foram realizadas com auxilio do programa

estatistico R, por meio dos pacotes agricolae e ggplot (R Development Core Team, 2023).

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas biométricas

Para as caracteristicas avaliadas temporalmente entre 0 e 21 dias apds o estresse
salino (DAE), observou-se uma redugdo progressiva com o aumento da condutividade
elétrica da solugdo nutritiva acrescida de NaCl (CEa: 3,6, 9, 12 e 15 dS m™). Isso ocorreu
independentemente do estadio de desenvolvimento e com maiores variagdes a partir dos
14 DAE para todas as variaveis (Figura 4A-H), com implicac¢des para o desenvolvimento
das mudas (Figura 4M).

Houve redugdo para altura (ALT) e didmetro do caule (DC) quando as plantas
foram submetidas ao menor nivel de estresse — 3 dS m'!. Os decréscimos para mudas com
4-5 folhas foram de 24,55 e 8,70%, respectivamente (Figura 4A; C), e para mudas com
1-2 folhas, 47,82 e 21,86%, respectivamente (Figura 4B; D). Ao analisar o comprimento
(CF) e a largura (LF) da mesma folha ao longo do tempo em concentracdes de sal a partir
de 3 dS m?!, as redugdes na expansdo foliar foram mais de 11,0 e 13,46%,
respectivamente, para mudas com 1-2 folhas (Fig. 4 F e H); enquanto mudas com 4-5
folhas apresentaram reducdes > 34,58% nessas caracteristicas a partir de 6 dS m™! (Figura

4 E-G).
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Ao compararmos as mudas de P edulis com 4-5 e¢ 1-2 folhas, ndo foram
observadas diferencas em relacdo ao incremento no crescimento total (dado pela
diferenga na média entre os tempos final e inicial da avaliagdo) quando as plantas
cresceram na auséncia de sal —2 dS m™! (Figura 4I-K). No entanto, entre os tratamentos
salinos, diferencas significativas (p < 0,01) foram notadas para ALT a 6 dS m™' (Figura
41) e para CF e LF sob 6 ¢ 9 dS m™! (Figura 4K, L), sendo que as plantas com 1-2 folhas
apresentaram as maiores médias nessas condi¢des em comparagdo com as de 4-5 folhas.
Quanto a influéncia da CEa, de modo geral, a partir de CEa: 9 dS m™! as plantas de P
edulis foram altamente afetadas, apresentando crescimento e expansao foliar limitados

(Figura 41-M).
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Figura 4. Resposta temporal (0 a 21 dias ap6s o estresse - DAE) quanto ao crescimento
dos acessos de Passiflora edulis Sims em dois estadios de desenvolvimento (mudas com
4-5 e 1-2 folhas definitivas) submetidos a cinco concentragdes de NaCl (CEa: 3, 6, 9, 12
e 15 dS m) e seu controle (CEa: 2 dS m™! de solucfo nutritiva). A, B: altura das plantas
(ALT) com 4-5 e 1-2 folhas, respectivamente; C, D: didmetro do caule (DC) das plantas
com 4-5 e 1-2 folhas, respectivamente; E, F: comprimento da folha (CF) das plantas com
4-5 e 1-2 folhas, respectivamente; G, H: largura da folha (LF) das plantas com 4-5 ¢ 1-2
folhas, respectivamente; I-L: boxplot do incremento no crescimento das plantas com 4-5
e 1-2 folhas aos 21 DAE nas respectivas CEa avaliadas; M: representagao fenotipica das
plantas de P. edulis nos dois estadios de desenvolvimento avaliados apds 21 DAE.

Considerou-se ** altamente significativo a p < (.01 pelo teste t as diferengas entre plantas
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com 4-5 e¢ 1-2 folhas definitivas nas seis condutividades elétricas da solucao nutritiva

avaliadas (CEa: 2, 3, 6,9, 12 ¢ 15dS m™).

Ao final do experimento (21 DAE), a andlise de 13 varidveis biométricas revelou
poucas diferencas nas respostas apresentadas entre as mudas com 4-5 e 1-2 folhas
definitivas (Figura SA-M). Na auséncia de NaCl (CEa: 2 dS m™), apenas a largura da
folha (LF) foi influenciada pelo estdgio no qual as plantas foram avaliadas (Figura 5E).
Entretanto, para altura da planta (ALT), diametro do caule (DC), massa seca de parte aérea
(MSPA), massa seca de raiz (MSR) e diametro médio de raiz (DMR), houve variagao
entre as mudas na maioria das concentragdes salinas (Figura 5A, B; 1, J; L). Em relagao
ao indice de sintomas (IS) observou-se maior sensibilidade ao estresse salino nas mudas
com 1-2 folhas, diferindo das com 4-5 folhas nas CEa de 9 e 12 dS m™! (Figura 5G). Sob
essas doses salinas o IS médio variou de 40,50% a 53,50% e 40,86% a 56,50% para mudas
com 4-5 e 1-2 folhas, respectivamente (Figura 5G).

Caracteristicas como numero de folhas (NF), comprimento da folha (CF), area
foliar (AF) e aquelas relacionadas as raizes (comprimento da raiz - CR, comprimento total
de raiz - CTR e volume total de raiz - VTR apresentaram baixa ou nenhuma variagcdo em
func¢do das mudas com diferentes numeros de folhas no inicio do experimento (Figura
5C, D, F, H, K, M). Em contrapartida, a CEa influenciou as respostas biométricas
relacionadas ao crescimento e acimulo de massa seca da parte aérea e da raiz das plantas
de P. edulis. Com o aumento das concentragdes salinas a partir de 3 dS m™!, de modo geral
foram observados decréscimos em relagdo ao tratamento controle (Figura 5SA-M). As
diferencas foram mais contundentes a partir de 9 dS m™!, com redugdes superiores a 30,0%
para mudas com 4-5 folhas e de 60,0% para as com 1-2 folhas, variando, respectivamente
entre 35,0 e 66,31% para ALT; 47,0 e 61,0% para AF; 38,74 e 66,27% para MSPA; 41,0
e 62,0% para MSR (Figura 5A; F; 1, J).
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Figura 5. Boxplot das varidveis biométricas para compara¢do dos valores médios de
mudas em dois estadios de desenvolvimento (com 4-5 e 1-2 folhas definitivas)
pertencentes a cinco genétipos de Passiflora edulis Sims em func¢do de cinco
concentragdes de NaCl (CEa: 3, 6, 9, 12 e 15 dS m™") e seu controle (CEa: 2 dS m™! de
solugdo nutritiva) aos 21 dias apos o estresse (DAE). A: altura da planta (ALT); B:
diametro do caule (DC); C: nimero de folhas (NF); D: comprimento da folha (CF); E:

largura da folha (LF); F: area foliar (AF); G: indice de sintomas provocados pelo estresse
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salino (IS); H: comprimento da raiz (CR); I: massa seca da parte aérea (MSPA); J: massa
seca da raiz (MSR); K: comprimento total da raiz (CTR); L: didmetro médio de raiz
(DMR); M: volume total de raiz (VTR). Considerou-se * significativo a p < 0.05 e **,
*** altamente significativo a p < 0.01 e p < 0.001, respectivamente na comparagao de

médias entre as mudas em dois estagios de desenvolvimento pelo teste t.

3.2 Caracteristicas fisiolégicas e anatomicas

Em relacdo as respostas fisiologicas aos 20 DAE, de modo geral, ndo foram
observadas diferencas marcantes na comparagao entre as mudas de P. edulis com 4-5¢ 1-
2 folhas (Figura 6A-K). Em contrapartida, independentemente do estddio de
desenvolvimento, as mudas submetidas a tratamentos salinos com CEa acima de 6 dS m"
!induziram respostas diferentes as do controle (2 dS m™! de solucio nutritiva), tornando-
se mais contundentes a partir de 9 dS m™! para a maioria das caracteristicas avaliadas
(Figura 6A-K).

Para mudas com 4-5 e 1-2 folhas sob 9 dS m™' houve, respectivamente, aumento
de carbono interno — Ci (11,0 e 7,0%); e redugdes na transpiracdo — E (22,0 e 12,0%),
condutancia estomatica — gs (32,25 e 18,09%), taxa fotossintética liquida — A (51,36 e
37,19%) e clorofila total — CLT (49,70 e 39,61%) (Figura 6A-D; K). As redugdes
substanciais da A em relagdo a E e gs, favoreceram os decréscimos na eficiéncia — EUA
e na eficiéncia intrinseca no uso da dgua — iIEUA com redugoes de 37,65 e 25,74% para
EUA e 32,02 e 21,89% para iIEUA, em respectivo, para plantas com 4-5 e 1-2 folhas
submetidas a CEa: 9 dS m™! (Figura 6E, F).

Em relacdo as avaliagdes anatomicas, de modo geral, houve pouca variagdo entre
os estadios fenoldgicos (1-2 e 4-5 folhas) e os niveis de cloreto de sodio avaliados, com
excecdo do tratamento controle (2 dS m™), onde as plantas mais jovens (1-2 folhas)
apresentaram menores médias para o didmetro polar do estomato — DPE e a
funcionalidade estomatica — FES, diferindo das mudas com 4-5 folhas (Figura 6G; I). Sob
condigdes de estresse, entretanto, houve variagao em relagao ao estadio fenologico apenas
para o didmetro polar nas doses de 9 e 12 dS m™! (Figura 6G).

A relagdo entre DPE e didmetro equatorial do estomato (DEE) reflete a
funcionalidade estomatica — FES, que, de maneira geral, ndo apresentou diferengas entre
as médias das plantas com 4-5 e 1-2 folhas definitivas. Entretanto, o aumento da CEa
refletiu em uma respectiva redugio de 20,21 € 7,59% sob 9 dS m™!, demostrando que em

condig¢des salinas, as plantas de P. edulis tendem ao fechamento parcial dos estdmatos
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(Figura 61), corroborando com os decréscimos observados na E, gs e A (Figura 6B-D).

Além disso, a densidade estomatica (DES) foi reduzida em aproximadamente 36,0% a

partir de 6 dS m™! independente do estddio de desenvolvimento da planta (Figura 6J).
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Figura 6. Boxplot dos valores médios para as varidveis fisioldgicas e anatdomicas

analisadas entre plantas de P. edulis Sims em dois estadios de desenvolvimento (4-5 e 1-

2 folhas definitivas) sob cinco concentra¢des de NaCl (CEa: 3, 6,9, 12e 15dS m™) e seu

controle (CEa: 2 dS m™! de solugdio nutritiva) aos 20 dias apos o estresse (DAE). A:

carbono interno (Ci); B: transpiracdo (E); C: condutancia estomadtica (gs); D: fotossintese

(A); E: eficiéncia no uso da agua (EUA); F: eficiéncia intrinseca no uso da agua (iEUA);

G: diametro polar do estomato (DPE); H: didmetro equatorial do estomato (DEE); I:
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funcionalidade estomatica (FES); J: densidade estomatica (DES) e K: clorofila total
(CLT). Considerou-se * significativo a p < 0.05 e **, *** altamente significativo a p <
0.01 e p < 0.001, respectivamente na comparacdo de médias entre as mudas em dois

estagios de desenvolvimento pelo teste t.

3.3 Analise multivariada de Passiflora edulis Sims na dose critica selecionada

Com base nos resultados obtidos para as caracteristicas avaliadas (Figuras 4, 5 e
6), ficou claro que 9 dS m™ é uma dose limite, pois causou redugdes drasticas nos
parametros sem, contudo, comprometer a sobrevivéncia das plantas. Quanto aos estadios
fenologicos, o desempenho das mudas nos niveis de salinidade testados foi semelhante,
provavelmente por se encontrarem no estadio juvenil de desenvolvimento. Mudas com 1-
2 folhas, no entanto, apresentaram maior varia¢ao de caracteristicas de crescimento como
altura da planta, didmetro do caule, comprimento e largura da folha em relacdo as CE de
NaCl utilizado (Figuras 4 A-H, 5 A, B, D ¢ E), o que pode comprometer os resultados
quando diferentes espécies de Passiflora sdo avaliadas. Além disso, ¢ mais prudente
utilizar mudas com 4-5 folhas no método, pois sao mais desenvolvidas, mais estaveis e
denotam mudas ideais para plantio em campo.

Assim, com base nos aspectos fenotipicos de plantas de P. edulis com 4-5 folhas
sob nivel moderado de salinidade (CEa: 9 dS m™), observou-se que independentemente
do acesso avaliado, o crescimento foi afetado quando comparado ao seu controle (CEa: 2
dS m™ de solugdo nutritiva) (Figura 7A). A andlise de componentes principais — PCA
realizada com todas as 27 varidveis revelou que os dois primeiros componentes
explicaram 76,1% da variagdo total dos dados, com contribui¢dao de 59,6 e 16,5% dos
componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2), respetivamente (Figura 7B). Os acessos de P
edulis foram separados em quatro grupos com destaque para os tratamentos controle
(CEa: 2 dS m™), que apresentaram, de maneira geral, as maiores médias para a maioria
das varidveis avaliadas (Figura 7B). As caracteristicas biométricas que mais contribuiram
para a discriminagdo no PC1 foram as relacionadas a parte aérea (DC, AF, LF e CF),
seguidas pelo indice de sintomas (IS) e Ci; caracteristicas de raiz (RL3, VTR) e
fisiologicas (FES, CLT, iEUA, EUA). As varidveis menos contributivas foram: MSR, gs,
E e DEE (Figura 7C). Em contraste, para PC2, o maior poder discriminatorio foi
observado para gs, E, A (Figura 7B). Outro ponto importante que pode ser destacado ¢ a
forte rela¢@o entre o Ci e o IS e maior contribuicdo destas varidveis para o tratamento

salino CEa: 9 dS m™! (Figura 7B-E).
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Figura 7. A: Aspecto fenotipico das plantas com 4-5 folhas dos cinco acessos de P. edulis
avaliados em condicdes controle (CEa: 2 dS m de soluc&o nutritiva) e na dose de NaCl
selecionada (CEa: 9 dS m™) aos 21 dias apés o estresse (DAE). B-D: Andlise de
componentes principais (PCA) mostrando o agrupamento (B) e contribuicao das variaveis
no PC1 (C) e PC2 (D) avaliadas em acessos de P. edulis submetidos a 2 € 9 dS m™. As
setas representam a direcdo da caracteristica e as cores do gradiente representam a

contribuicdo de cada caracteristica para os componentes. Do azul ao vermelho:
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contribuicdes altas a baixas. E: Correlacdo de Pearson entre as caracteristicas biométricas,
fisiologicas e indice de sintomas realizada com mudas de P. edulis com 4-5 folhas
submetidos a 9 dS m™. F: PCA realizado com as 10 caracteristicas selecionadas e os cinco
acessos de P. edulis submetidos a 2 e 9 dS m™. As caracteristicas selecionadas estdo

sublinhadas na lista das variaveis analisadas.

A andlise de correlagdo mostrou que o indice de sintomas (IS) apresentou
correlagdes negativas de diferentes magnitudes com a maioria das caracteristicas em
analise, especialmente as fisioldgicas (CLT, EUA, FES e DPE), correlagdes negativas de
média e baixa magnitudes com os caracteres biométricos ligados a parte aérea e a raiz; e
positiva apenas com Ci (Figura 7E).

Com base na contribui¢do dos dois primeiros componentes € na correlacao entre
as caracteristicas, foram selecionadas dez (10) variaveis (ALT, DC, NF, CF, LF, IS,
MSPA, MSR, VTR e gs) para identificagdo de genoétipos tolerantes a salinidade (Figura
7F), sem comprometer o agrupamento realizado anteriormente com todas as 27 variaveis

analisadas (Figura 7B).

4 DISCUSSAO

A salinidade impacta o metabolismo vegetal, perturbando a homeostase das
plantas em razdo de estresses hiperosmoticos e/ou hiperidnicos que levam,
respectivamente, a reducdo do potencial hidrico e acimulo de ions como sodio e/ou
cloreto a um nivel toéxico (Alfosea-Simon et al., 2020; Li et al., 2020; Tomar et al., 2021).
Espécies sensiveis ao estresse salino manifestam efeitos negativos ao longo de seu ciclo
de vida (Taiz et al., 2021; Chaudhary et al., 2024), sendo especialmente suscetiveis
durante os estadios iniciais de germinagao, crescimento de mudas e na fase reprodutiva
(Atta et al., 2023; Lima et al., 2023; Santos et al., 2024). O maracujazeiro, diferente de
outras culturas cujas sementes sdo germinadas diretamente em solos salinos (Li et al.,
2020; Pavli et al., 2021; Raggi et al., 2024), ¢ plantado na fase de muda, deste modo
determinar o nivel de tolerancia a salinidade nessa etapa inicial ¢ fundamental para
subsidiar a identificacdo rapida de gendtipos superiores em estudos futuros de triagem.

Neste estudo foi utilizado como a espécie referéncia o maracujazeiro que produz
o maracujd-amarelo (P. edulis) ja que representa mais de 95% da éarea plantada no Brasil
(Silva; Souza, 2020). Essa espécie foi a balizadora para a defini¢do dos critérios

metodologicos de selecdo de genotipos tolerantes a salinidade. Os resultados
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demonstraram que as reducdes nas caracteristicas avaliadas sdo dose-dependentes e
independem da idade em que as mudas foram testadas (Figuras 4-6). Este comportamento
também foi reportado para espécies leguminosas (Pavli et al., 2021; Mi et al., 2024),
hortalicas (Silvakumar et al., 2020; Seymen et al., 2023) e frutiferas (Denaxa et al., 2022;
Lima et al., 2023) avaliadas em estadios distintos (sementes, plantulas, mudas e plantas
adultas), onde a inibi¢ao ou reducdo das caracteristicas esteve diretamente relacionada a
severidade do estresse aplicado. Observou-se ainda que 21 dias de estresse salino
induzido sob condigdes semi-hidroponicas foram suficientes para causar danos
mensuraveis no crescimento apos 14 dias de estresse (Figura 4). De forma semelhante,
Lima et al. (2020) observaram que 14 a 20 dias de exposi¢cdo a niveis severos de
salinidade (15 dS m™") induz danos no crescimento, aspectos fisioldgicos, anatdmicos e
nutricionais em plantas adultas de P. edulis (fase vegetativa).

Embora os niveis de tolerancia a salinidade e as metodologias para avaliar a
variabilidade em Passiflora ainda nao estejam bem estabelecidos, estudos realizados com
cultivares da espécie comercial (P edulis) indicam sua sensibilidade. A elevagdo dos
niveis salinos com CEa entre 0,3 e 6,3 dS m™! reduziu desde o potencial germinativo das
sementes a qualidade dos frutos produzidos em condigdes controladas (Andrade et al.,
2018; Figueiredo et al., 2020; Moura et al., 2020; Lima et al., 2021; Paiva et al., 2023;
Sobrinho ef al., 2023). Esses estudos sugerem que o limite de salinidade para P. edulis
em qualquer estadio de desenvolvimento ¢ baixo, ndo excedendo 4 dS m™!, especialmente
nas fases vegetativas e reprodutivas (Lima et al., 2023; Souto et al., 2023). Contudo,
quando se busca estabelecer condicoes para selecdo de gendtipos tolerantes, a pressao de
selecdo deve ser elevada o suficiente para garantir a identificacdo dos gendtipos mais
promissores para incorporagdo aos programas de melhoramento (Santos et al., 2024).
Dessa forma, espera-se que as progénies obtidas nos cruzamentos interespecificos (P.
edulis x Passiflora spp.) venham apresentar os genes que condicionam maior tolerancia
a salinidade.

Os efeitos mais acentuados com redugdes superiores a 30 e 60% para plantas com
4-5 e 1-2 folhas, respectivamente, foram registrados quando a CEa foi elevada para 9 dS
m™! (Figura 5). Esse nivel critico de salinidade comprometeu fortemente o crescimento
das partes aéreas e radiculares, a expansao foliar e a eficiéncia fotossintética das plantas
(Figuras 4-6), sendo um bom indicador para avaliar a resposta do género Passiflora ao
estresse salino nesse estadio. A reducdo no crescimento ¢ uma das primeiras respostas ao

estresse salino, pois o acimulo de ions Na® e CI" limita a capacidade de absorgdo de dgua
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pelas plantas devido aos efeitos osmoticos (Negrao ef al., 2017). O aumento da CEa até
6,3 dS m™! reduziu a altura, o didmetro do caule e o nimero de folhas em plantas de P
edulis propagadas por sementes e enxertia em fun¢do de desequilibrios no balango hidrico
(Moura et al., 2020). Reducdes na biomassa aérea e radicular foram igualmente
observadas por Lima et al. (2021a) em mudas de maracuja com 60 dias de idade sob
niveis baixos de salinidade (3,5 dS m™). A limita¢do hidrica imposta pelo aumento de ions
na solucdo, reduz a turgescéncia celular que ¢ essencial para sua divisdo e alongamento,
levando a reducdo da area foliar disponivel para a fotossintese € menor produgdo de
matéria seca (Acosta-Motos et al., 2017).

A matéria seca ¢ um dos principais indicadores na avaliacdo da tolerancia ou
sensibilidade das plantas ao estresse salino (Fageria ef al., 2010; Negrao et al., 2017; Qiu
etal.,2021; Tao et al., 2021; Ferreira et al., 2022). Na presente investigacdo, a produgado
de biomassa foi comprometida com o aumento do sal na solugdo nutritiva. As reducdes
da matéria seca de parte aérea e de raiz sob 9 dS m™! foram superiores a 38% (mudas com
4-5 folhas) e 60% (mudas com 1-2 folhas) em comparagdo com seu controle (Figura 51,
J). Os decréscimos nesses parametros de crescimento estdo associados a uma reducio na
fotossintese (Moura et al., 2020; Lima et al., 2021a; Qiu et al., 2021; Pour-Aboughadareh
et al.,2021; Ferreira et al., 2022). Isso ocorre, pois, a alta concentragdo de sais provoca o
fechamento dos estdmatos (Seymen et al., 2023; Sobrinho et al., 2023), reduzindo a taxa
fotossintética (Lima et al., 2020; Lima ef al., 2023) e, consequentemente, a translocagdo
de fotoassimilados que resultardo em menor produgdo de biomassa (Lima et al., 2021a;
Rodrigues-Filho ef al., 2023).

Os efeitos da salinidade nas plantas ocorrem em duas fases: uma resposta inicial
e rapida a elevada pressdo osmodtica na interface raiz-solo e uma resposta mais lenta
devido ao acimulo de Na* e/ou CI  nas folhas (Silvakumar et al., 2020; Taiz et al., 2021;
Tao et al., 2021; Tzortzakis et al., 2022). Na fase osmotica, observa-se uma reducao no
crescimento da parte aérea, comprimento e volume de raiz, com diminui¢do da expansao
foliar e inibicao da formacao de gemas laterais e do nimero de folhas (Silvakumar et al.,
2020; Moura et al., 2021; Rodrigues-Filho et al., 2023). Na segunda fase, o acumulo
toxico de Na® e/ou CI nas folhas causa inibicdo da fotossintese e compromete os
processos biossintéticos (Lima et al., 2020; Denaxa et al., 2022; Sobrinho ef al., 2023).

Essa investigagdo mostrou que niveis moderados (9 dS m™) e elevados (12 a 15
dS m™) de NaCl podem causar danos osmoéticos e de toxicidade idnica em mudas de P

edulis estressadas por 21 dias. Efeitos da primeira fase do estresse foram observados,
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entre outras caracteristicas, para area foliar, com redugdes entre 40% e 70%,
respectivamente (Figura 5F). Em relagdo aos efeitos toxicos (segunda fase), o uso de uma
escala de notas (1 a 5) convertida em indice de sintomas (Figura 3) mostrou que o maior
acumulo de Na" e CI nas células do limbo foliar se deu quando a CEa foi superior a 9 dS
m’!, causando sintomas tipicos como queimaduras, necrose e/ou murcha permanente nas
folhas. Por outro lado, as plantas submetidas a menor CEa testada (3 dS m™!) apresentaram
sintomas de deficiéncia (Figuras 5G; 7A). Para maracuja-amarelo, foi demonstrado que
plantas cultivadas em lisimetros com areia por trés anos apresentaram queimaduras nas
bordas foliares quando a condutividade da solugdio aumentou de 6 para 12 dS m™. As
lesdes foram provocadas em maior grau pela concentragao de Cl” e, em menor propor¢ao,
de Na' nas folhas (Ferreira et al., 2022). Como em nossa pesquisa, esses autores
demonstraram que os danos foliares tornam-se mais proeminentes (t6xicos) com o tempo
e em niveis mais elevados de salinidade.

Independentemente do numero inicial de folhas, apds 21 dias de estresse salino,
as plantas de P. edulis mostraram declinios nos parametros de trocas gasosas (gs, E, A),
eficiéncia no uso da agua (EUA, iEUA) e contetdo de clorofila (CLT), junto a um
aumento do CO: intracelular (Ci) quando os niveis salinos foram drasticamente
aumentados CEa > 9 dS m™! (Figura 6). O fechamento estomatico representa a primeira
resposta fisioldgica das plantas para mitigar a perda de dgua e prevenir a desidratagdao
celular sob estresse salino (Lima et al., 2021b; Tao et al., 2021; Souto et al.,2022; Seymen
et al., 2023). A reducdo na condutincia estomatica (gs) resulta da menor capacidade de
absorc¢do hidrica devido a redu¢do do potencial osmotico do solo. Essa adaptacdo eleva a
resisténcia dos estomatos, reduzindo a transpiragdo (E) e, em consequéncia, a entrada de
COg, limitando a taxa fotossintética (A) (Figueiredo et al., 2020; Shahid et al., 2020;
Shehzad et al., 2021).

A reducgao da funcionalidade estomatica (FES) observada neste estudo (Figura 61)
reflete essa estratégia de fechamento parcial das células-guarda (Lima ef al., 2020). Em
contraste, o aumento do carbono interno (Ci) (Figura 6A), indica uma deterioracdo da
estrutura fotossintética que pode estar associada a redu¢do na atividade da enzima
RuBisCO que nao metaboliza adequadamente o CO; absorvido (Lima et al., 2021b; Paiva
et al., 2023). Além disso, o excesso de sais pode induzir a oxigenagdao da RuBisCO e
aumentar a via fotorrespiratoria (Lima et al., 2023). Comportamento similar nas respostas
fisiologicas com redugdes nos parametros de trocas gasosas sob estresse salino foram

relatados em outras frutiferas (Silva et al., 2018; Silva et al., 2022; Lacerda et al., 2022).
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O aumento nos parametros de eficiéncia no uso da agua (EUA) e eficiéncia
intrinseca no uso da agua (iIEUA) indicam que a assimilacdo de carbono esta sendo
mantida até certo ponto para plantas submetidas ao estresse salino e permite que os
pesquisadores infiram sua tolerancia (Figueiredo et al., 2020; Lima et al., 2020; Taiz et
al.,2021). No entanto, reducdes nessas variaveis, como demonstrado no presente estudo
(Figura 6E, F), direcionam para o comprometimento das atividades fisiologicas, embora
menor gs ¢ E também sejam estratégias usadas pelas plantas para evitar a desidratagdo
excessiva das células (Diniz et al., 2020). Resultados semelhantes para EUA e iEUA
foram obtidos para diferentes culturas, inclusive o maracujazeiro em diferentes estadios
e niveis de estresse salino (Diniz et al., 2020; Lima et al., 2021b; Qiu et al., 2021; Lima
etal., 2023).

O aumento de sodio e cloreto a niveis toxicos para as células também interfere na
estabilidade e integridade dos cloroplastos, além de aumentar a atividade da enzima
clorofilase que atua degradando as moléculas dos pigmentos fotossintéticos (Sobrinho et
al., 2023). De fato, o aumento do estresse aplicado ao nivel critico (9 dS m™!) reduziu o
conteudo de clorofila total em 49,7 ¢ 39,61% nas mudas de P. edulis com 4-5 ¢ 1-2 folhas,
respectivamente (Figura 6H), um comportamento que também foi observado na mesma
espécie por Lima et al. (2020) e Moura ef al. (2020) quando submetida a salinidade.

As respostas biométricas e fisiologicas em P. edulis estiveram mais associadas a
sensibilidade dessa espécie ao estresse salino do que ao estadio de desenvolvimento no
qual as plantas foram expostas, muito embora diferengas pontuais tenham sido registradas
pelas analises univariadas (Figuras 4, 5, 6). Plantas com 1-2 folhas apresentaram maior
variagdo, principalmente quanto aos caracteres de crescimento e acimulo de biomassa
nas diferentes CE testadas em relagdo as mudas com 4-5 folhas, que foram mais estaveis
quanto aos aspectos citados (Figuras 4A-H; 5A, B; 1, J).

Embora avaliadas com diferentes idades (20 e 30 dias) e nameros de folhas (1-2 e
4-5 folhas), as plantas de P. edulis estdo na mesma fase ontogenética (juvenil), onde as
folhas ainda ndo apresentam diferenciacdo (Figura 4M) (Cutri et al., 2013; Chitwood,
Otoni, 2017; Fernandes et al., 2020). Ha evidéncias, entretanto, de que ainda que estejam
na mesma fase, os padrdes de resposta podem ser distintos. Fernandes et al. (2020)
realizaram um estudo espectral em folhas de P. edulis juvenis e adultas com 15 e 30 dias
de idade e os resultados apontaram que as folhas das plantas mais jovens (15 dias)
apresentam menor presenga de pigmentos fotossintéticos, caracteristicas bioquimicas e

de absor¢do de 4gua. Os autores sugerem que o intervalo que separa folhas em expansado
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daquelas totalmente expandidas, ¢ fundamental para o crescimento e desenvolvimento,
aumento do contetido de clorofila e, consequentemente, ganho de biomassa em folhas de
maracuja-amarelo.

No presente estudo, mudas com 1-2 folhas exibiram maiores valores de E e gs
abaixo de 12 e 15 dS m™ (Figura 6 B, C), o que pode estar relacionado a fase inicial de
estabelecimento, caracterizada por desenvolvimento radicular limitado e regulacdo
estomatica reduzida pelo acido abscisico (ABA), um regulador chave do fechamento
estomatico (Zhu 2002; Negrao et al., 2017). Estomatos mais abertos favorecem a
absor¢ao de CO» e a dissipagdo de calor, mas também levam ao aumento da transpiragao,
sem garantir um aumento proporcional de A, que foi reduzida (Taiz et al., 2021). Essa
reducdo pode ser explicada pelo acimulo de Na* e CI', que afetam a fotossintese ao inibir
RuBisCO, prejudicando a regeneracdo de RuBP (ribulose-1,5-bisfosfato) e danificando
os tilacoides (Parida; Das, 2005; Munns; Tester, 2008; Paiva et al., 2023). Sob salinidade
intensa, o aumento da fotorrespiragdo e a produgcdo de EROs agravam ainda mais o
estresse. Em contraste, sob 6 dS m’!, as plantas mantiveram melhor equilibrio i6nico e
desempenho fotossintético, sugerindo que esse nivel ainda permite respostas
compensatorias (Figueiredo et al., 2020; Shahid ef al. 2020; Shehzad et al. 2021).

Portanto, embora mudas com 1-2 folhas revelem com maior sensibilidade os
efeitos iniciais do estresse salino, aquelas com 4-5 folhas apresentam-se estruturalmente
mais desenvolvidas e apresentam tamanho adequado para plantio em campo. Sdo mais
adequadas para avaliacdes que visam selecionar gendtipos tolerantes a salinidade. A
utilizacdo desse estadio de desenvolvimento mais avancado contribui para maior
uniformidade experimental e confiabilidade dos resultados, tornando-o mais adequado
para fins de padronizagdo em programas de melhoramento.

A analise de componentes principais (PCA) pode ser usada como uma ferramenta
para a sele¢do e discriminagdo de germoplasma em relacao ao estresse salino (Silvakumar
et al., 2020; Ehtaiwesh et al., 2024). Em nosso estudo, a analise de PCA revelou ndo haver
diferencas entre os gendtipos de P. edulis na dose critica de NaCl selecionada (CEa: 9 dS
m™!) e confirmou seu efeito redutor nas caracteristicas analisadas. Além disso, essa analise
mostrou que as caracteristicas avaliadas foram eficientes para discriminar os acessos com
e sem sal (Figura 7B). Embora uma variedade de alteracdes morfofisioldgicas indique os
danos do estresse salino nas plantas, nem todos os parametros sdo Uteis na triagem de
tolerancia ao sal (Li et al., 2020; Denaxa et al., 2022). Das 27 caracteristicas avaliadas

nessa investiga¢ao, 10 destacaram-se como importantes nas avaliagdes de salinidade em
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mudas de maracujd-amarelo, entre elas o indice de sintomas (Figura 7F). Deste modo, a
avaliagdo de plantas do género Passiflora poderd ocorrer por meio do uso de escala de
notas, com base nos sintomas deletérios do NaCl (Figuras 3; 7A, B; F). Lima et al. (2020)
identificaram 18 caracteristicas discriminatérias (biométricas e nutricionais) para
avaliagdo da tolerancia a salinidade em Passiflora.

Estabelecer cultivares tolerantes ao sal ¢ a principal abordagem para mitigar a
salinidade do solo sob as mudangas climaticas globais (Hugqe et al., 2021). Portanto, este
estudo estabelece cinco pontos importantes a serem considerados na triagem de espécies
de Passiflora: 1) um sistema semi-hidropdnico eficaz para avaliar o germoplasma sob
condi¢des controladas; 2) a selecdo de uma dose limiar de 9 dS m™! de NaCl capaz de
causar danos mensuraveis na espécie de referéncia (P. edulis); 3) o estadio ideal de
desenvolvimento da planta para avaliacdo do germoplasma — que independe do numero
de folhas — entretanto recomenda-se optar por mudas com 4-5 folhas na espécie balizadora
(P, edulis) pela menor variagdo nas caracteristicas associadas ao crescimento; 4) a escala
de notas desenvolvida e convertida em indice de sintomas ¢ um método eficiente para
identificar danos provocados pelo NaCl em mudas de P. edulis e pode auxiliar na
identificacdo entre as espécies do género e 5) as caracteristicas ALT; DC; NF; CF; LF; IS;
MSPA; MSR; VTR e gs sdo importantes para avaliagdo e discriminagdo da tolerancia a

salinidade entre Passiflora spp..

5 CONCLUSAO

Os genotipos de P edulis sao afetados quanto aos aspectos biométricos e
fisiologicos quando a condutividade elétrica da solucio nutritiva + NaCl atinge 9 dS m™!
independentemente da fase de crescimento, embora mudas com 30 dias de idade (com 4-
5 folhas definitivas) apresentem maior uniformidade nas respostas, tornando-se,
respectivamente, a CEa limiar e a fase do desenvolvimento ideais para avaliacao rapida
da tolerancia em Passiflora. Sob condicdes semi-hidroponicas os efeitos deletérios da
salinidade sdo evidenciados a partir dos 14 dias ap6s o inicio do estresse, com maiores
diferencas aos 21 dias. Sob esta concentracio limiar (9 dS m™!) no houve diferencas entre
os gendtipos de P edulis avaliados. O uso da metodologia de escala de notas ¢
recomendado para auxiliar na avaliacdo e identificacdo de Passiflora spp. tolerantes a
salinidade, uma vez que o aumento dos indices resultou em decréscimos da eficiéncia

fisiologica das plantas. Além disso, as anélises de PCA indicaram que nove caracteristicas
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biométricas ¢ uma fisioldgica podem ser utilizadas como indicadores de tolerancia e

discriminacdo dos genotipos ao estresse salino.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE GENOTIPOS DE Pussiflora TOLERANTES A
SALINIDADE ATRAVES DE INDICADORES
MORFOFISIOLOGICOS EM SISTEMA SEMI-HIDROPONICO'

! Artigo a ser traduzido e submetido para o comité editorial do periddico (a ser definido).
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RESUMO

O maracujazeiro (Passiflora edulis Sims) ¢ socioeconomicamente importante para o
Brasil, porém sensivel a salinidade e nao ha cultivares tolerantes. A variabilidade genética
¢ um recurso essencial para o melhoramento da cultura. Assim, avaliou-se 86 acessos do
banco de germoplasma visando identificar gendtipos tolerantes na fase de muda em
sistema hidroponico. As mudas foram submetidas a dois niveis de condutividade elétrica
2 dS m™! (controle) € 9 dS m™! (tratamento salino) por 21 dias. Foram usados diferentes
indicadores morfofisiologicos (crescimento, clorofila e acuimulo de biomassa), analise
nutricional foliar (K* e Na') e sintomatoldgicos (indice de sintomas - IS).
Independentemente dos acessos avaliados, o estresse salino impactou o crescimento e
acimulo de biomassa, K* e razdo K'/Na" com redugdes entre 12 e 73,5%, além de
aumento (36,0 a 62,3%) no indice médio de sintomas (IS) e no acamulo de Na*. A analise
de agrupamento revelou ampla variabilidade entre os genotipos, categorizando-os em
cinco grupos distintos. O G1, composto por 19 acessos e 13 espécies, dos quais seis
acessos das espécies P. mucronata, P. cincinnata, P. edulis, P. alata, P. rubra e Passiflora
sp. se destacaram por reunirem altos indices de estabilidade de rendimento - IER (> 0,80)
para as varidveis morfofisioldgicas e baixos IS (< 10%) sendo considerados tolerantes. O
IS demonstrou ser um indicador pratico de tolerancia ao sal, distinguindo plantas
assintomaticas das muito sensiveis, porém deve ser associado a outros parametros de
selecdo. A razdo K*/Na" variou expressivamente entre os acessos (0,38 a 7,27), com os
maiores valores >1,52 para acessos das espécies silvestres. Em conjunto, 22 acessos
alocados nos grupos tolerantes e moderadamente tolerantes para os caracteres
morfofisiologicos e IS, apresentaram maior acamulo de K* nos tecidos vegetais e sdo
pertencentes a 13 Passiflora spp. O estudo confirmou a existéncia de ampla variabilidade
interespecifica para salinidade em Passiflora e revelou acessos tolerantes também dentro
de espécies cultivadas, como P. edulis e P. alata, com potencial de uso imediato em
programas de melhoramento. Os resultados refor¢am o potencial dos genotipos tolerantes
como fontes genéticas para cruzamentos intra e interespecificos e/ou uso como porta-
enxertos, contribuindo para o desenvolvimento de hibridos e cultivares tolerantes para

uso em ambientes salinos.

Palavras-chave: Variabilidade fenotipica. Mudancas climaticas. NaCl. Sele¢ao

fenotipica. K*/Na". Resiliéncia.
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ABSTRACT

Passion fruit — Passiflora edulis Sims is socioeconomically important for Brazil, yet it is
sensitive to salinity, and no tolerant cultivars are currently available. Genetic variability
is an essential resource for crop improvement. In this context, 86 accessions from the
germplasm bank were evaluated to identify salt-tolerant genotypes during the seedling
stage under a semi-hydroponic system. The seedlings were subjected to two electrical
conductivity levels: 2 dS m™! (control) and 9 dS m (saline treatment) for 21 days.
Different morphophysiological indicators (growth, chlorophyll content, and biomass
accumulation), foliar nutritional analysis (K and Na*), and symptom-based evaluation
(symptom index — SI) were used. Regardless of the accession, salt stress negatively
affected growth, biomass accumulation, K* content, and K*/Na* ratio, with reductions
ranging from 12% to 73.5%, along with an increase in the mean symptom index (36.0%
to 62.3%) and Na* accumulation. Cluster analysis revealed wide variability among
genotypes, grouping them into five distinct clusters. Group 1 (G1), composed of 19
accessions from 13 species, included six accessions from P. mucronata, P. cincinnata, P.
edulis, P. alata, P. rubra, and Passiflora sp., which stood out for exhibiting high yield
stability index (YSI > 0.80) for morphophysiological traits and low SI (< 10%), thus being
considered tolerant. The SI proved to be a practical indicator of salt tolerance,
distinguishing asymptomatic plants from highly sensitive ones, but it should be used in
combination with other selection parameters. The K*/Na* ratio varied widely among
accessions (0.38 to 7.27), with the highest values (> 1.52) observed in wild species.
Altogether, 22 accessions classified as tolerant or moderately tolerant based on
morphophysiological traits and SI showed higher K* accumulation in plant tissues and
belonged to 13 different Passiflora species. The study confirmed the existence of broad
interspecific variability for salinity tolerance in Passiflora and identified tolerant
accessions even within cultivated species, such as P. edulis and P. alata, with potential
for immediate use in breeding programs. The results reinforce the potential of tolerant
genotypes as genetic sources for intraspecific and interspecific crosses and/or as
rootstocks, contributing to the development of hybrids and cultivars with tolerance for

cultivation in saline environments.

Keywords Phenotypic variability; Climate change; NaCl; Phenotypic selection; K*/Na*

ratio; Resilience.
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1 INTRODUCAO
O maracujazeiro (Passiflora edulis Sims) é uma cultura de grande importancia

social e econémica, amplamente cultivada em todo o mundo para a producéo de frutos
(especialmente os de casca amarela) destinados tanto para 0 consumo in natura quanto
para a industria de sucos concentrados (Jesus et al., 2022; Santos et al., 2024a).

No Brasil, maior produtor e consumidor dessa frutifera, os principais polos
produtores estdo concentrados na regido Nordeste, mais precisamente no semiarido
baiano (IBGE, 2024), onde predominam baixos indices pluviométricos; temperatura e
evapotranspiracdo elevadas. Nesses contextos, o uso de aguas de baixa qualidade
(salobra) tem se tornado uma pratica inevitavel (Phogat et al., 2018; Alfosea-Simén et
al., 2020; Gheyi et al., 2023). Esses fatores contribuem para o aumento da concentracédo
de sais na gua e no solo, afetando diretamente a formacg&do das mudas e o estabelecimento
da cultura em campo (Bezerra et al., 2019; Lima et al., 2021a, b), especialmente
considerando que P. edulis é reconhecidamente sensivel a salinidade (Lima et al., 2020;
Lima et al., 2023; Souto et al., 2023; Santos et al., 2024b).

A salinidade € um dos principais fatores de estresse abidtico que comprometem a
produtividade agricola em regiGes tropicais e semiaridas (Hassani et al., 2021; Gheyi et
al., 2023). O acumulo de sais afeta a estrutura do solo, limitando o fluxo de agua e ar para
as raizes (Kramer; Peleg; Mau, 2025), e impacta negativamente o crescimento de diversas
espécies vegetais (Alfosea-Simén et al., 2020; Alam et al., 2021; Tao et al., 2021; Gheyi
et al., 2023). O estresse se manifesta por meio de efeitos osméticos, toxidez ibnica e
desequilibrio nutricional, especialmente relacionados ao acimulo de Na® e CI, que
comprometem a fotossintese, o desenvolvimento da planta e, por consequéncia, 0
rendimento e producdo de frutos (Moura et al., 2021; Lima et al., 2023; Pereira et al.,
2024; Santos et al., 2025).

Esse cenario tende a se agravar diante das mudancas climaticas, que intensificam
a salinizacdo dos solos, sobretudo em regiGes com escassez hidrica, como no semiarido
(Corwin, 2020; FAO, 2025). No Brasil, hd simula¢fes que preveem aumento na ordem
de 15% (Hassani; Azapagic; Shokri, 2021), tendéncia ja observada em areas irrigadas do
semiarido nordestino (Pessoa et al., 2022; Gheyi et al., 2023). Diante dessa rapida
expansdo e da limitagcdo das cultivares comerciais, que ndo toleram condutividades
elétricas superiores a 4 dS m™ (Ferreira et al., 2022; Galvdo Sobrinho et al., 2023),
torna-se urgente desenvolver estratégias que assegurem a viabilidade econdmica da

cultura em ambientes salinizados.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378377424005596#b18
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A selecéo de gendtipos tolerantes é uma das alternativas mais promissoras para
mitigar os efeitos da salinidade nos cultivos de maracuja (Lima et al., 2020; Moura et al.,
2021; Souza et al., 2022; Souto et al., 2023). Para isso, diferentes indicadores tém sido
utilizados para avaliar a tolerancia das plantas, incluindo caracteristicas
morfofisioldgicas, nutricionais, bioquimicas e genéticas (Naheed et al., 2021; Denaxa et
al., 2022; Rodrigues-Filho et al., 2023; Luo et al., 2025). Entre 0s mais relevantes estéo
o crescimento relativo, o acumulo de biomassa, a razdo K*/Na* e a integridade fisioldgica
das células. Esses parametros refletem a capacidade da planta em manter sua fisiologia e
equilibrio idnico sob salinidade (Dasgan et al., 2002; Munns; Tester, 2015; Garriga et al.,
2015; Sivakumar et al., 2020; Tao et al., 2021; Raggi et al., 2024). A avaliagdo de
caracteristicas morfofisiol6gicas em estadios iniciais de desenvolvimento tem sido cada
vez mais defendida como uma abordagem rapida e de baixo custo para pré-selecao de
gendtipos tolerantes, reduzindo o tempo necessario em programas de melhoramento
(Santos et al., 2025).

Além disso, com o objetivo de integrar maltiplas variaveis e facilitar a selecéo de
materiais superiores, diversos indices de tolerancia tém sido propostos (Fageria et al.,
2010; Alam et al., 2021; Anshori et al., 2021; Choudhary et al., 2021; Tao et al., 2021;
Roshdy et al., 2021; Ebrahim et al., 2022; Khalil et al., 2022). O uso combinado desses
indices com ferramentas multivariadas, como agrupamentos hierarquicos e analises de
similaridade e correlacdo, permite uma avaliacdo mais abrangente e precisa do
desempenho dos gendtipos frente ao estresse salino (Sivakumar et al., 2020; Alam et al.,
2021; Anshori et al., 2021; Denaxa et al., 2022), viabilizando a identificacdo de recursos
genéticos com desempenho superior em condicBes adversas.

Nesse contexto, foi desenvolvido um sistema hidropénico adaptado para a triagem
de Passiflora, no qual foram estabelecidos parametros como a dose limiar de NaCl, o
tempo ideal de exposicdo e as varidveis-chave para sele¢do de gendtipos mais tolerantes
(Santos et al., 2025). O uso do banco de germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, um dos mais diversos do mundo, com mais de 377 acessos catalogados,
representa uma oportunidade estratégica para identificar materiais superiores, dada a
variabilidade intra e interespecifica existente no género Passiflora (Alelo Vegetal, 2025).

Estudos mais recentes ja indicaram a existéncia de espécies silvestres tolerantes,
como P. mucronata Lam. (Lima et al., 2020; Santos et al., 2024b) e P. gibertii N.E.Br.
(Santos et al., 2024b), entretanto, com numero restrito de acessos avaliados. Assim, a

presente investigacdo tem como objetivo realizar a primeira triagem ampla de acessos de
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Passiflora spp. sob estresse salino, visando a identificacdo de gendtipos mais tolerantes.
Essa abordagem poderé subsidiar o desenvolvimento de cultivares de maracujad com
tolerdncia as condi¢des do semidrido, promovendo sustentabilidade, produtividade e

seguranca para agricultores que enfrentam os desafios crescentes da salinizagéo.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Condicdes experimentais

O experimento foi realizado em condi¢des de casa de vegetacao por um periodo
de 12 meses entre mar¢o de 2022 e fevereiro de 2023 na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, localizada no municipio de Cruz das Almas, Bahia, Brasil (12° 40’ S, 39°
06" W, 226 m). Os periodos de avaliacdo foram divididos por lotes (L1 a L3). A
temperatura média do ar variou de 25,6 a 29,1 °C e a umidade relativa média do ar de

74,2 a 84,9% entre os lotes avaliados (Figura 1).
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Figura 1. Dados médios diarios de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%)
coletados na unidade experimental. As linhas tracejadas (----) delimitam os periodos de
avaliacdo, bem como os dados minimos (Min), maximos (Max) e médios (Méd) de

temperatura (T) e umidade (U) para cada lote (L1 a L3) avaliado.

2.2 Material vegetal utilizado

Foram avaliados 86 acessos e 32 espécies de Passiflora pertencentes a colecdo do
Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Destes, 18 acessos foram
da espécie P. edulis; 12 Passiflora alata Curtis; 09 Passiflora cincinnata Mast.; 03

Passiflora gibertii N.E.Br.; 03 Passiflora suberosa L.; 03 Passiflora amethystina
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J.C.Mikan; 03 Passiflora sp.; 02 Passiflora setacea DC.; 02 Passiflora mucronata Lam.;
02 Passiflora morifolia Mast.; 02 Passiflora kermesina Link & Otto; 02 Passiflora
foetida L.; 02 Passiflora actinia Hooker e 01 para Passiflora bahiensis Klotzsch;
Passiflora caerulea L.; Passiflora edmundoi Sacco; Passiflora edulis f. edulis Sims;
Passiflora faleiroi Imig; Passiflora junqueirae Imig & Cervi; Passiflora mallacophyla
Mast.; Passiflora misera Kunth; Passiflora pohlii Mast.; Passiflora porophylla Vell.;
Passiflora quadrangularis L.; Passiflora rubra L.; Passiflora silvestris Vell.; Passiflora
subrotunda Mast.; Passiflora trintae Sacco; Passiflora watsoniana Mast.
Adicionalmente, avaliou-se 06 hibridos intraespecificos: 03 Passiflora porophylla Vell. x
Passiflora porophylla Vell.; 02 Passiflora alata Curtis x Passiflora alata Curtis; 01
Passiflora junqueirae Imig & Cervi x Passiflora junqueirae Imig & Cervi ¢ 01 de
Passiflora miersii Mast. x Passiflora miersii Mast. (Tabela 1).

O acesso BGP190 (P. edulis), selecionado no capitulo anterior, representou o
tratamento controle, presente nos trés lotes de avaliacdo. O conjunto de acessos que
representou cada lote, bem como o periodo de avaliagcdo e o dominio fitogeografico de
ocorréncia das espécies de acordo com os registros da Flora e Funga do Brasil (Bernacci
et al., 2024), estao apresentados na Tabela 1. A representacao fenotipica da variabilidade

avaliada consta na Figura 2.

Tabela 1. Lista dos 86 acessos de Passiflora spp. pertencentes ao Banco de Germoplasma

da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

N° Cadigo Espécie Dominios fitogeogréaficos® Lote
1 BGP008 P. gibertii Ce. 1
2 BGP318 P. morifolia Ce., M.A. 1
3 BGP421 P. cincinnata Ca., Ce., M.A., Am. 1
4 BGP449 P. edulis Am., Ca., Ce., M.A,, Pa., Pan. 1
5 BGP450 P. edulis Am., Ca., Ce., M.A,, Pa., Pan. 1
6 BGP454 P. pohlii Ce.,, M.A,, Pan. 1
7 BGP505 P. amethystine Am., Ca., Ce., M.A., Pan. 1
8 BGP003 P. setacea Ca., Ce., M.A. 1
9 BGP396 P. edulis f. edulis M.A. 1
10 BGP114 P. mucronata Ca., Ce., M.A. (restinga) 1
11 BGP125 P. rubra M.A. 1
12 BGP152 P. suberosa Am,, Ca., Ce., M.A. 1
13 BGP460 Passiflora sp. - 1
14 BGP006 P. setacea Ca., Ce., M.A. 1
15 BGP010 p. alata Am., Ce., M.A., Pa. 1
16 BGP346 P. cincinnata Ca., Ce., M.A., Am. 1
17 BGP480 P. cincinnata Ca., Ce., M.A., Am. 1
18 BGP300 P. cincinnata Ca., Ce., M.A., Am. 1
19 BGPO015 p. alata Am., Ce., M.A., Pa. 1
20 BGP019 p. alata Am., Ce., M.A., Pa. 1
21 FB200 P. edulis Am., Ca., Ce., M.A., Pa,, Pan. 1
22 FB300 P. edulis Am., Ca., Ce., M.A., Pa., Pan. 1
23 BGP463 P. watsoniana M.A. 2
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24
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69
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75
76
77
78
79
80
81
82
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84
85
86

BGP496
BGP107
BGP157
BGP243
BGP276
BGP414
BGP021
BGP508
H09-167
H09-168
BGP026
BGP027
BGP035
BGP036
BRS-GA
BGP478
BGP498
OTH-157
BGP162
BGP322
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BGP477
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BGP497
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BGP013
BGP235
BGP393
BGP479
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BGP436
BGP052
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BGP014
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BGP483
BGP046
BGP170
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BGP411
BGP490
BGP495
BGP394
BGP484
BGPO057
BGPO058
BGP059
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BGP190
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'Am. = Amazdnia; Ca. = Caatinga; Ce. = Cerrado; M.A. = Mata Atlantica; Pa. = Pampa e Pan. =
Pantanal.

Figura 2. Variabilidade fenotipica do germoplasma de Passiflora L. da Embrapa Mandioca e
Fruticultura avaliado para a tolerancia a salinidade. A) P. edulis Sims; B) P. alata Curtis; C) P.
cincinnata Mast.; D) P. gibertii N.E.Br.; E) P. suberosa L.; F) P. amethystina J.C.Mikan; G) P.
miersii Mast.; H) P. setacea DC.; 1) P. mucronata Lam.; J) P. morifolia Mast.; K) P. kermesina
Link & Otto; L) P. foetida L.; M) P. actinia Hooker; N) P. bahiensis Klotzsch; O) P. caerulea L.;
P) P. edmundoi Sacco; Q) P. edulis f. edulis Sims; R) P. faleiroi Imig; S) P. junqueirae Imig &
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Cervi; T) P. mallacophyla Mast.; U) P. misera Kunth; V) P. pohlii Mast.; W) P. porophylla Vell.;
X) P. quadrangularis L.; Y) P. rubra L.; Z) P. silvestris Vell.; AA) P. subrotunda Mast.; AB) P.
trintae Sacco; AC) P. watsoniana Mast; AD-AF) Passiflora sp..

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com dois
niveis de condutividade elétrica da solugdo nutritiva, sendo: CEa= 2 dS m™' de solu¢do
nutritiva (controle) e CEa= 9 dS m™' de solugdo nutritiva + NaCl e 86 acessos de
Passiflora. Foram utilizadas 10 plantas (cinco repetigdes de duas plantas) em cada dose,
totalizando 1.720 plantas avaliadas.

A CEa= 9 dS m! foi escolhida para uso na selecio de genotipos tolerantes sob
condig¢des hidropdonicas por promover estresse moderado, permitindo a distingdo entre

genotipos sensiveis e tolerantes sem causar morte generalizada as plantas (Santos et al.,

2025).

2.4 Obtencao das mudas e sistema hidroponico

As sementes foram obtidas de frutos recém-colhidos, oriundos de polinizagao
cruzada. Para obtencao de mudas uniformes, foi realizado o tratamento das sementes com
4cido giberélico + 6-benziladenina — 300 mg mL"! por 24h antes da semeadura (Moura et
al.,2017).

A germinagdo ocorreu sob condi¢des controladas, em BOD (Biochemical Oxygen
Demand), com temperatura alternada com 20 °C por 16 horas e 30 °C por 8 horas, no
escuro (Brasil, 2009). Ap6s a emissao da radicula, as sementes foram transplantadas para
bandejas, em casa de vegetagdo. O substrato utilizado foi uma mistura de Vivatto® e fibra
de coco na propor¢do de 3:1, sendo adicionado a esta mistura 20 g do fertilizante
Osmocote® (Santos et al., 2024a).

As plantas das diferentes Passiflora spp. selecionadas para o transplante e
avaliacdo no sistema hidropdnico apresentaram ntimeros de folha variaveis, entretanto
foram transplantadas aos 30 dias apds a semeadura (DAS) como proposto por Santos et
al. (2025). Para tal, utilizou-se copos descartaveis furados com capacidade para 80 mL,
contendo areia de granulometria média lavada e estéril. As mudas foram distribuidas em
bandejas utilizando um sistema hidroponico desenvolvido para manté-las sob irrigacao

controlada (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquemdtica do sistema hidroponico desenvolvido para

avaliacdo de Passiflora spp. sob estresse em condi¢des controladas.

O sistema ¢ formado por seis bandejas de vidro nas dimensdes de 130 cm x 90 cm
x 13 cm. A circulagdo da dgua ¢ automatica, composta por 10 ciclos didrios com 30
minutos de rega e 1 hora de intervalo; e vazio de 13,33 L min™. As solu¢des foram
oxigenadas utilizando bombas de aquario (Emicol®) conectadas individualmente aos
reservatorios (Figura 3). Foram utilizadas bombas com poténcia de 32 W e voltagem de
operagdo de 127 V (Mondial®, linha Clean), adaptadas para a circulagio da solugio
nutritiva no sistema hidroponico.

Foram avaliados dois niveis de CEa (2 e 9 dS m™), sendo o controle contendo
solucdo nutritiva para hidroponia (Forth Soluveis®) mais quelato de ferro CEa=2 dS m'!
(Lima et al., 2020; Santos et al., 2020). Para diluir a solu¢do nutritiva utilizou-se dgua do
abastecimento local na propor¢io de aproximadamente 1 g L!. Para cada reservatério do

sistema hidropdnico, foram utilizados 30 g de fertilizante (Forth Soluveis®) e 3 g de
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quelatado de ferro, totalizando 33 g do produto dissolvidos em 30 L de agua. O adubo
para fertirrigacdo utilizado apresenta a seguinte composicdo: nitrogénio (N - 10%);
fosforo (P20s - 2%); potassio (K20 - 30%); boro (B - 0,03%); enxoftre (S - 10,9%); ferro
(Fe - 0,2%); e magnésio (Mg - 1%). A essa solugio nutritiva foi acrescentada 0,1 g L' de
quelato de ferro (Fe - 6%).

Para os tratamentos submetidos ao estresse salino, além da solucao nutritiva, foi
acrescentado o cloreto de sddio (NaCl) para alcangar a concentragdo de estresse testada
(CEa=9 dS m™). Para tal, utilizou-se a seguinte formula: mg L' (NaCl)= 640 x (CEqesejada
— CEatual), sendo CEgesejada= a condutividade elétrica da solucdo a ser alcancada; CEawal=
a condutividade elétrica na qual a solugdo se encontra (Moura ef al., 2021).

As solugdes com distintas condutividades elétricas foram acondicionadas em
reservatorios plasticos com 60 L de capacidade (Figura 3). A aclimatacdo das plantas e
tempo de exposi¢do ao estresse (21 dias) foi realizada conforme estabelecido por Santos
et al. (2025). O pH e CE foram monitorados a cada dois dias mantendo o volume de 30
L, pH entre 6,0 ¢ 6,5 e a CE foi corrigida (com agua do abastecimento local e/ou solugio
nutritiva para os tratamentos controle e salinos) apenas quando apresentava redugdo de

20% em relagdo ao valor inicial.

2.5 Caracteres biométricos e fisiologicos

As variaveis biométricas foram avaliadas duas vezes por semana dos 0 aos 21 dias
apos a exposi¢do das plantas ao estresse salino (DAE), totalizando oito aferi¢des. Avaliou-
se: altura da planta (ALT) em cm, mensurada com auxilio de uma régua milimetrada do
colo da planta até a gema apical; diametro do caule (DC) em mm, aferido com auxilio de
paquimetro digital, imediatamente abaixo das folhas cotiledonares e o nimero de folhas
(NF). O indice de clorofila total (CLT) foi mensurado com clorofildémetro digital e portéatil
(CCM-200%). As avaliagdes foram realizadas na terceira folha totalmente expandida,
contada a partir do &pice da planta.

Ao final do experimento (21 DAE) avaliou-se o comprimento da raiz (CR) em cm
com auxilio de régua milimetrada; a 4rea foliar total (AF) em cm?, estimada com o auxilio
do software ImageJ (Rasband, 1997-2018) por meio das imagens das folhas das plantas;
a massa seca da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR), determinadas com auxilio de
balanca semianalitica e os resultados expressos em gramas (g). A massa seca foi obtida
apods secagem em estufa com circulacdo de ar forcada a 65 °C, até as amostras atingirem

peso constante. As varidveis de crescimento total, dadas com base na diferenga entre a
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ultima (21 DAE) e a primeira (0 DAE) avaliagdes foram calculadas para a AP (CTAP),
DC (CTDC) e NF (CTNF).

2.6 Sintomatologia visual das folhas

Para avaliar os danos causados pelo estresse salino na qualidade das mudas dos
86 acessos de Passiflora spp., foi utilizada uma escala de notas criada em fungdo dos
sintomas deletérios ocasionados pelos ions sodio (Na®) e cloreto (CI') nas folhas de
maracuja amarelo (P. edulis Sims — espécie comercial do género) (Santos et al., 2025 no
prelo). As avaliagdes transcorreram por todo periodo no qual as plantas foram submetidas
ao estresse. Foram realizadas oito avaliagdes entre 0 e 21 dias apds a salinizagdo da
solucdo. A escala de notas variade 1 a 5, sendo 1 para folhas sem sintomas e 5 para folhas
murchas com muitos pontos de queimadura e necrose (Figura 4). Aos 21 dias apds a
salinizacdo das plantas, as notas obtidas foram transformadas em indices de sintomas
apresentados em porcentagem (IS%). Para calcular os IS utilizou-se a equagdo proposta

por Mckinney (1923).
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Figura 4. Escala de notas e sintomatologia foliar de plantas de Passiflora edulis Sims
proposta por Santos et al. (2025) utilizada como padrdo para avalia¢do do estresse salino
em diferentes Passiflora spp. submetidas ao estresse salino em sistema hidroponico e

obtencao do indice de sintomas.

2.7 Avaliacao ionica das folhas

Ao final do experimento apds obtengdo da massa seca da parte aérea (MSPA) as
folhas foram trituradas (Titurador Cadence Di Grano®) e o tecido homogeneizado em
peneira de malha fina (0,01 mm). Cada amostra foi constituida por um pool/ das 10 plantas
avaliadas. As amostras foram enviadas para determinac¢do dos teores de sodio (Na") e
potassio (K) pela empresa Ribersolo, localizada em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil. A
quantificagdo dos teores foi realizada ap6s digestdo nitro-perclorica do material vegetal,
seguida por leitura em espectrofotometro de absorcdo atdmica, conforme descrito por
Bataglia et al. (1983). Dentre os 86 acessos submetidos ao sistema hidropdnico, 65 foram
avaliados quanto a diagnose i6nica das folhas. Este fato ¢ justificado pelo baixo numero
de folhas apresentado pelos 20 acessos excluidos, tendo em vista que nao atingiram massa

minima exigida para analise.

2.8 Analise estatistica

Os dados absolutos (nao transformados) foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e ao teste t de Student (p < 0,05), para comparar as respostas morfofisiologicas
entre os tratamentos controle (2 dS m™) e salino (9 dS m™), independentemente dos
genotipos avaliados.

Os dados de CTAP, CTDC e CTNF foram mensurados com base na diferenca
entre a primeira (I DAE) e ultima (21 DAE) avaliagdes. Desta forma, podem surgir
valores negativos, positivos e zeros. Para essas trés caracteristicas, a relagao (sal/controle)
pode resultar em valores com indeterminacao (divisdo por zero), negativos ou positivos.
Assim, foi feita uma transformacdo minima nessas variaveis com base na formula: y; -
[(minimo (x)] + 1, em que y; € o valor da amostra i, € x € o valor minimo encontrado entre
os valores da caracteristica alvo no controle e no sal conjuntamente. Essa transformagao
garante a auséncia de zeros nos dados e que todos os valores fiquem positivos. Todos os

dados, incluindo os transformados, foram analisados com base no indice de estabilidade
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de rendimento — IER (IER = X/X.) em que X, € o valor da varidvel sob estresse e X. o
valor da variavel no controle.

Para a analise multivariada, esses dados foram normalizados com base na equagao
[(x-u)/o], em que x é o valor observado de um acesso para determinada caracteristica, u
¢ a média geral e o, o desvio padrdo da caracteristica em todos os acessos. Apos a
normalizac¢do os dados foram utilizados para gerar um heatmap com base na distancia
Euclidiana e o método de ligacdo completa (Kaufman; Rousseeuw, 1990). Essa
abordagem foi aplicada tanto para os dados de indice de sintomas (IS), quanto para os
biométricos e fisiolodgicos. Com base nos agrupamentos formados, foram elaborados
boxplots para cada caracteristica analisada, e as médias foram agrupadas utilizando o teste
de Scott-Knott (p < 0,05).

A andlise especifica do IS foi realizada com o auxilio dos softwares PAST
(Hammer; Harper; Ryan, 2001) e MEGA (Tamura; Stecher; Kumar, 2021). Para a
construcdo da matriz de dissimilaridade utilizou-se a distdncia Euclidiana e método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Com
base nos agrupamentos hierdrquicos, foram construidos boxplots comparativos para
verificar a distribui¢do dos valores de IS dentro de cada grupo, possibilitando uma anélise
mais detalhada da variacdo sintomatica entre 0s acessos.

Para os dados relacionados a avaliagdo i0nicas (teores de K*, Na* e razdo K*/Na®),
foram geradas andlises com base em valores absolutos e relativos, apresentados por meio
de graficos de barra empilhadas considerando as condi¢des controle e salina.
Adicionalmente, foram conduzidas analises de correlacao de Pearson, tanto para todas as
variaveis morfofisioldgicas e fisioldgicas em conjunto, quanto especificamente entre as
variaveis nutricionais e o indice de sintomas, com o objetivo de investigar possiveis
associagdes entre os pardmetros nutricionais e a expressao de sintomas de estresse salino.
As andlises e representacdes graficas foram realizadas no ambiente R, versao 4.4.0 (R

Development Core Team, 2023).

3 RESULTADOS
3.1 Efeito do NaCl em caracteristicas morfofisioldgicas do maracujazeiro

Ao comparar a resposta ao estresse salino (CEa = 9 dS m™) em relagdo ao
tratamento controle (CEa = 2 dS m™) abrangendo os 86 acessos de Passiflora, observou-
se diferencas significativas em 12 das 13 variaveis morfofisioldgicas, nutricionais e

sintomatoldgica nas folhas (Figura 5). A presenca de NaCl na solugéo nutritiva impactou
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o crescimento (Figura 5A-E), o acimulo de biomassa (Figura 5F-H), o indice de sintomas
(IS) (Figura 51), o acimulo de ions téxicos como o sédio (Na*) (Figura 5L) e o equilibrio
entre o potassio e 0 s6dio K*/Na* nos tecidos foliares (Figura 5M). Entretanto, o indice
de clorofila total (CLT), ndo foi significativamente afetada (Figura 5J). Reduc¢des acima
de 30% sdo consideradas de média a alta para condi¢cfes de estresse e foram observadas
para as variaveis de crescimento total do didametro do caule — CTDC, é&rea foliar — AF,
massa seca da parte aérea — MSPA, massa seca total — MST e razdo K*/Na*, com
variacdes entre 32,7% e 73,5% (Figura 5B; D; F; H; M). Para o indice de sintomas (IS)
houve aumento de 36,07% (Figura 51). Acréscimo de 62,3% foi observado para Na* e

reducéo de 12,0% para K* nas plantas sob estresse salino (Figura 5K, L).
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Figura 5. Boxplots dos dados absolutos para comparacao de dois grupos experimentais:

controle (2 dS m?) e tratamento salino (9 dS m™) em 86 acessos do banco de

germoplasma de Passiflora. Cada grafico representa uma variavel analisada, com valores
médios e outliers. A: crescimento total da altura da planta (CTAP); B: crescimento total
do diametro do caule (CTDC); C: crescimento total do nimero de folhas (CTNF); D: area
foliar (AF); E: comprimento de raiz (CR); F: massa seca da parte aérea (MSPA); G: massa
seca da raiz (MSRA); H: massa seca total (MST); I: indice de sintomas (IS) e J:
concentracéo de clorofila total (CLT); K: acimulo de potassio (K*); L: acimulo de s6dio
(Na*) e M: razdo K*/Na*. P-valor pelo teste t. As caixas tracejadas e setas indicam as

reducfes ou aumentos percentuais para cada variavel analisada.
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3.2 Variabilidade fenotipica entre genétipos de Passiflora e resposta morfofisioldgica
e sintomatoldgica a salinidade

Com base na distancia Euclidiana e no método de ligagdo completa, foi
identificada uma ampla variacdo quanto as respostas morfofisioldgicas de 86 acessos de
Passiflora ao estresse salino. O heatmap associado ao dendrograma permitiu a formacao
de cinco grupos (G1 a G5) (Figura 6A), cujas composi¢des dos nimeros de acessos e
espécies constam na Tabela 2.

O grupo 1 (G1) foi formado por 19 acessos de 13 espécies sendo a maioria (11)
silvestres (Figura 6A; Tabela 2), destacando-se por apresentar, de maneira geral, valores
mais altos e desejaveis de IER para as variaveis morfofisioldgicas de crescimento CTAP
(0,95), CTNF (0,89), AF (0,97), CR (1,01) e acimulo de biomassa MSPA (1,07), MSRA
(1,12) e MST (1,07) (Figura 6B; D-I). Acessos deste grupo como BGP480 (P.
cincinnata), BGP026 (P. edulis), BGP015 (P. alata), BGP125 (P. rubra), BGP243 (P.
cincinnata); BGP460 (Passiflora sp.) e BGP114 (P. mucronata) reuniram altos IER para
as variaveis morfométricas e baixos IS — de 0 a 24% (Figura 8A-B), sendo considerados
tolerantes ao estresse imposto (Figura 6A). Embora heterogéneo, o grupo G1 apresentou,
sob condigdes salinas (9 dS m™), a preservagdo do vigor das plantas, reducdes discretas
de crescimento e menor expressdo de sintomas visuais quando comparados aos seus
respectivos controles (2 dS m™), sobretudo para as espécies silvestres (Figura 7A).

Os gendtipos alocados no grupo 2 (G2) com 5 acessos de 4 espécies e 0 grupo 3
(G3) com 28 acessos de 16 espécies (Figura 6A; Tabela 2), apresentaram valores elevados
para IS e um desempenho morfofisiolégico inferior em relacdo aos do G1, com baixos
valores de IER para CTAP, AF, MSPA e MST (Figura 6B; E; G; I), conforme indicado
pelos tons roxos predominantes no heatmap (Figura 6A), sendo, portanto, classificados
como 0s mais sensiveis ao estresse salino. O G3, embora altamente diverso (16 espécies),
reuniu 0 maior numero (8) de acessos da espécie comercial (P. edulis), inclusive o
BGP190 (Figura 6A; Tabela 2) utilizado como testemunha/controle nos trés lotes
avaliados na triagem do banco (Tabela 1). As plantas do G3 submetidas ao sal e
comparadas ao seu controle, de modo geral, refletem os decréscimos morfométricos das
partes aérea e radicular, além de sintomas relacionados ao acumulo de ions toxicos nas
celulas foliares mais acentuados (Figura 7B).

Os grupos G4 e G5, embora apresentem acessos de espécies comerciais como P.

edulis e P. alata, também reuniram outras espécies silvestres como P. mucronata, P.
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suberosa, P. silvestris, P. porophylla, P. cincinnata, P. gibertii, P. morifolia, P. pohlii,
entre outras (Tabela 2) que apresentaram IER intermediarios para as variaveis analisadas,

sendo estes moderadamente tolerantes ao estresse salino (Figura 6A).
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Figura 6. A: Heatmap e cluster de 85 acessos de Passiflora e seu controle (BGP190 — P,
edulis) submetidos ao estresse salino (CEa= 9 dS m™*) com base no indice de estabilidade
de rendimento — IER. O gradiente de cores (heatmap) indica os valores normalizados de
IER das variaveis analisadas, conforme a escala de -3,0 (roxo) a 3,0 (amarelo). Barras e
circulos coloridos no cluster indicam os grupos (G1 a G5) formados. O BGP190-C1;
BGP190-C2 e BGP190-C3 sdo os controles dos lotes 1 a 3, respectivamente. Boxplots
para comparacdo das médias entre 0s cinco grupos com base no indice de estabilidade de
rendimento — IER em que B: crescimento total da altura da planta (CTAP); C: crescimento
total do diametro do caule (CTDC); D: crescimento total do namero de folhas (CTNF);

E: area foliar (AF); F: comprimento de raiz (CR); G: massa seca da parte aérea (MSPA);
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H: massa seca da raiz (MSRA); I: massa seca total (MST); J: indice de sintomas (IS) e K:
concentracdo de clorofila total (CLT). Médias com letras iguais ndo diferem de acordo
com o teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Tabela 2. Descricdo do ntimero de acessos e espécies de Passiflora submetidos ao
estresse salino e agrupados (G1 a G5) na figura 6A com base no IER para caracteristicas

morfofisiologicas e indice de sintomas.

Grupos Acessos Espécies e nimero de acessos por espécie representantes do grupo  Espécies
(n) (n)
Gl 19 P. cincinnata (5); P. alata (2); P. edulis (2); P. amethystina (1); P. 13

edimundoi (1); P. foetida (1); P. kermesina (1); P. mucronata (1); P.
porophylla (1); P. rubra (1); P. setacea (1); Passiflora sp. (1) e P.

trintae (1)
G2 05 P. junqueirae (1); P. edulis (1); P. kermesina (1) e P. cincinnata (1) 04
G3 28 P. edulis (8); P. alata (3); P. gibertii (2); P. actinia (2); P. amethystina 16

(1); P. caerulea (1); P. cincinnata (1); P. edulis f. edulis (1); P. foetida
(1); P. mallacophyla (1); P. misera (1); P. morifolia (1); P. porophylla
(2); P. quadrangularis (1); P. setacea (1) e P. subrotunda (1)

G4 26 P. alata (7); P. edulis (5); P. suberosa (3); P. cincinnata (2); P. 12
amethystina (1); P. gibertii (1); P. morifolia (1); P. mucronata (1); P.
porophylla (1); P. silvestris (1); Passiflora sp. (1); e P. watsoniana (1)

G5 10 P. edulis (4); P. alata (1); P. bahiensis (1); P. pohlii (1); P. faleroi (1); 07

Passiflora sp. (1) e P. miersii (1)

Ao analisar apenas os sintomas foliares (IS %) (Figura 8A) e compara-los com o
agrupamento baseado em todas as caracteristicas avaliadas (Figura 6A), observa-se que
0s genatipos classificados como sensiveis, com severidade média de 55,8% (grupos E e
G; Figura 8A-B), correspondem a 75,8% dos gendtipos presentes nos grupos G2 e G3
(Figura 6A).

Quanto aos grupos com menor severidade média — 20,6% (A a D; Figura 8A-B),
94,4% dos genotipos foram alocados nos grupos intermediarios G4 e G5 (Figura 6A). Em
relacdo aos genotipos tidos como tolerantes (G1; Figura 6A), apenas 42,1% ficaram nos
grupos A a D, sendo estes os materiais com maior tolerancia (Figura 8A, B). Destacando-
se P. mucronata (BGP114), Passiflora sp. (BGP496 e BGP021), P. silvestris (BGP478),
P. bahiensis (BGP477), P. suberosa (BGP152), P. rubra (BGP125) e P. porophylla
(BGP497) que apresentaram IS < 10% e bom desempenho em outas caracteristicas

(Figura 6A, Figura 8A).
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Desta forma, infere-se que o IS influenciou a formacéo dos agrupamentos, embora
as demais variaveis (nove) também tenham contribuido significativamente para a
estruturacdo geral dos grupos (Figura 6A). Correlagbes negativas de magnitudes
intermediarias (< -0,26) observadas entre o IS e caracteristicas ligadas ao crescimento
como CTAP, AF, CTNF, CTDC e ao aparato fotossintético como CLT (Figura 8C),

indicam essa interdependéncia.
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(G1 — Tolerante); B: Espécies e nimero de acessos representantes do grupo 3 (G3 —
Sensivel). Os agrupamentos foram definidos com base em andlise multivariada de
variaveis morfofisiolégicas e sintomatoldgica (Figura 6A) e ilustram a parte aérea e
radicular das plantas submetidas ao estresse salino (CEa de 9 dS m™) em comparacao aos
seus respectivos controles (CEa de 2 dS m™), bem como detalhes das folhas (formato;

presenca ou auséncia de sintomas) nos tratamentos salinos.
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Figura 8. A: Dendrograma circular da resposta sintomatoldgica de Passiflora spp. ao
estresse salino via indice de sintomas (1S%). Os circulos coloridos indicam os sete grupos
formados (A a G). B: Boxplot dos grupos formados no dendrograma indicando a variagédo
para o IS em percentagem. C: Matriz de correlagdo entre as dez varidveis analisadas. Os

valores com “X” indicam correlagdes ndo significativas (p > 0,05). Acessos identificados
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com simbolo de estela sdo o0s acessos pertencentes ao grupo (G1 a G5) da Figura 6A. O
BGP190-C1; BGP190-C2 e BGP190-C3 sdo os controles dos lotes 1 a 3, respectivamente.

3.3 Identificacéo de tolerancia a salinidade com base na resposta idnica de gendtipos
do género Passiflora

Nos 65 gendtipos de Passiflora spp. avaliados, de maneira geral, o potassio (K¥)
variou pouco com média de 24,91 mg/g (12% menor no tratamento salino) quando
comparado ao controle (2 dS m™) com 28,17 mg/g (Figura 5K; Figura 9A). Para o sodio
(Na*) amédia de 19,60 mg/g foi 62,3% maior no tratamento salino (9 dS m™") (Figura 5L;
Figura 9A, B). Na presenca de NaCl, o acesso BGP054 (P. porophylla) destacou-se pelo
maior acimulo absoluto de K*, com 53,68 mg/g, o que representa 85,38% dos cations
totais avaliados; e menor acumulo de Na*, com 9,19 mg/g (14,62 %). Em contrapartida,
o acesso BGP477 (P. bahiensis) apresentou o menor teor de K*, com 11,71 mg/g (27,61 %
dos cations) e maior acumulo de Na*, com 30,69 mg/g (72,39 %) (Figura 9A-C).

A razao K*/Na* reflete absor¢do ou seletividade favoravel mesmo sob estresse.
Esta razao variou mais no controle (1,13 a 30,69; média de 6,83) do que na CEa de 9 dS
m™ (0,34 a 7,27; média de 1,81). A reduciio da razio K*/Na* no tratamento salino foi de
73,5% em relagdo ao controle. Valores elevados K*/Na* na condicao salina indicam menor
absor¢ao de Na' pela planta, assim os acessos BGP460 (Passiflora sp.); BGP438 (P
alata); BGP054 (P. porophylla) e BGP466 (P. actinia), com K*/Na* de 7,27, 6,86, 5,84 ¢
5,45, respectivamente, se destacaram (Figura 9C).

Os dados de correlagdo reforcam que houve uma relagdo forte e negativa entre os
teores de Na* e a razdo K*/Na*, tanto sob 2 dS m™! (» = -0,69) quanto sob 9 dS m™! (r = -
0,73), indicando que o acumulo de sédio reduz diretamente essa razdo. Além disso, a
razdo K*/Na* sob 9 dS m™! apresentou correlagdo moderada e negativa com o IS (r = -
0,38), o que reforca que genotipos com maiores razdes K/Na* tendem a expressar menos
sintomas visuais. Também foi observada correlacao positiva entre o teor de Na* e o IS (r
= 0,33), sugerindo que o acumulo excessivo de Na* esta relacionado a expressdo de
sintomas visiveis de toxicidade. A correlacdo entre os teores de Na*em 2 e 9 dS m™ (r =
0,83) indica estabilidade no padrao de acimulo i6nico entre condi¢des. Da mesma forma,
a razdo K*/Na* apresentou alta correlacdo entre 2 ¢ 9 dS m™ (» = 0,74), sugerindo que
alguns genotipos mantém uma seletividade estdvel mesmo sob estresse salino (Figura

9D).
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Ao comparar os grupos da analise morfofisioldgica, de maneira geral, nao houve
uma nitida correspondéncia entre os acessos tolerantes (G1) e intermediarios (G4 e G5)
(Figura 6A) com os teores de K*, Na* e razdo K*/Na* (Figura 9A-C), embora 22 deles
tenham apresentado além de IER intermediarios e altos para caracteres de crescimento e
matéria seca, também razdes K*/Na" mais acentuadas, sendo eles: BGP243 (G1) e
BGP322 (G4) (P. cincinnata); BGP114 (P. mucronata — G1); BGP045 (G1) e BGP497
(G4) (P. porophylla); BGP460 (Passiflora sp. — G1); BGP489 (P, foetida — G1); BGP235,
BGP162, BGP010, BGP019, BGP050, OTH-157, BGP438 (P. alata — G4 ¢ BGP027 —
GS5); BGP414 (P. gibertii — G4); BGP478 (P. silvestris — G4); BGP152 (P. suberosa —
G4); BGP107 (P. morifolia — G4); BGP454 (P. pohlii — G5); BGP496 (Passiflora sp. —
G5) e BGP057 (P. miersii — G5) (Figuras 6A; 9C).
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Figura 9. Representagio da resposta idnica (potassio — K, sddio — Na" e razdo K'/Na")

de 65 acessos de Passiflora sob CEa =2 dS m™! (controle) e CEa = 9 dS m™! (tratamento
salino). Valores absolutos (mg/g) do acimulo de K* (A); Na* (B) e razdo K*/Na* (C) sob
2 dS m™! e 9 dS m™ nos tecidos foliares nos acessos de Passiflora. Correlagdo de Person
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entre as caracteristicas nutricionais (K*, Na* e razdo K*/Na") e indice de sintomas (IS)
nas condicdes controle (2 dS m™) e salina (9 dS m™?) (D). A organizacgdo dos acessos se
deu em funcgdo dos grupos G1 a G5 formados com base na anélise multivariada (com
todos os caracteres morfofisioldgicos; Figura 6A). O tamanho das barras representa a

proporcéo (%) dos valores nas duas condicdes avaliadas.

4 DISCUSSAO
Estudos com a espécie comercial de maracujazeiro (P. edulis) e algumas espécies

silvestres tém garantido avangos quanto a compreensao dos efeitos do estresse salino em
Passiflora L. (Moura et al., 2020; 2021; Lima et al., 2020; Ferreira et al., 2022; Galvao
Sobrinho et al., 2023; Lima et al., 2023; Souto et al., 2023; Pereira et al., 2024), embora
com diferentes niveis de salinidade, geralmente abaixo de 6 dS m™, e niimero restrito de
genotipos. Neste estudo, realizamos a primeira triagem com ampla variabilidade de
acessos do género (Figura 2) seguindo o protocolo estabelecido no Capitulo 2 (Santos et
al., 2025) para identificar gendtipos tolerantes a salinidade.

A salinidade é um dos estresses abidticos mais limitantes a producdo vegetal em
regides semiaridas de todo o mundo (Hassani et al., 2021; Gheyi et al., 2023). Os
resultados da avaliacdo de 86 acessos revelaram que o nivel critico de 9 dS m™ reduziu
expressivamente variaveis relacionadas ao crescimento aéreo, radicular, ao acimulo de
biomassa, K* e a razdo K*/Na* em relagdo ao controle — 2 dS m™ (Figura 5A-H; K; M),
enquanto promoveu o aumento da severidade dos sintomas e acimulo de Na* nas plantas
(Figura 5I; L). Tais reducdes, tanto em maracujazeiro sob estresse salino (Lima et al.,
2021a, b; Moura et al., 2021; Rodrigues-Filho et al., 2023), quanto em outras glicofitas
(Naheed et al., 2021; Punia et al., 2021), ¢ resultado do desequilibrio hidrico causado
pelo acimulo dos ions Na* e CI', que limita a absorcéo de agua, reduz a turgescéncia e
compromete a divisao e alongamento celular, afetando assim o crescimento vegetal, além
dos efeitos toxicos causados pelo excesso desses ions nas células (Negrdo et al., 2017;
Taiz et al., 2021).

Reducdes superiores a 33% na biomassa (Figura 5F-H), indicam prejuizos a
fotossintese e ao uso de assimilados (Qiu et al., 2021; Pour-Aboughadareh et al., 2021,
Ferreiraetal., 2022; Seymen et al., 2023). A reducdo na area foliar e no numero de folhas
observada nas passifloraceas sob estresse salino pode refletir tanto um mecanismo
adaptativo para minimizar a perda de &gua por transpiracdo (Punia et al., 2021; Denaxa

et al., 2022; Khalil et al.,, 2022), quanto uma limitacdo fisioldgica decorrente da
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diminuicdo da capacidade fotossintética em funcdo do desenvolvimento de necrose e
senescéncia foliar induzidas pelo acimulo excessivo de ions tdxicos nas células foliares
(Garriga et al., 2015). Para o maracujazeiro-amarelo o fechamento estomaético, induzido
pelo excesso de sais, limita a absor¢ao de CO: e, assim, a atividade fotossintética e o
transporte de fotoassimilados, o que impacta o acumulo de biomassa de plantas sob
estresse (Galvéo Sobrinho et al., 2023 e Rodrigues-Filho et al., 2023).

A reducdo média de 4,8% nao foi significativa (Figura 5J) para a concentracéo de
clorofila total (CLT), sugerindo que o estresse aplicado ndo afetou diretamente a
biossintese de clorofila nem a integridade dos cloroplastos (Lima et al., 2022; Paiva et
al., 2023). No entanto, geno6tipos de P. edulis como BGP418, BGP427, BGP424, FB200,
FB300, BGP190, BGP436, BGP450, BGP499, BGP449, alocados em diferentes grupos,
apresentaram menores CLT, enquanto espécies silvestres como P. mucronata (BGP114),
Passiflora sp. (BGP460), P. rubra (BGP125), P. foetida (BGP489), P. gibertii (BGP085),
P. cincinnata (BGP480) entre outras, mantiveram ou superaram os niveis do controle,
além de outros caracteres morfofisiolégicos como altura, area foliar e matéria seca (Figura
6A) e, ainda, acimulo de potassio (K*) nos tecidos foliares sob estresse (Figura 9). Esses
fatores podem ter contribuido para a manutencdo do ajuste osmotico e eficiéncia
fotossintética (Taiz et al., 2021; Zafar et al., 2024). A literatura diverge sobre a resposta
acerca dos pigmentos fotossintéticos, alguns estudos mostram reducdo (Moura et al.,
2021; Punia et al., 2021; Pereira et al., 2024) e outros incrementos (Sacramento et al.,
2014; Paiva et al., 2021; 2023). A manutencdo dos niveis de CLT sob estresse podem
sugerir que, no curto prazo, as passifloras acionam mecanismos de tolerancia para a
preservacdo da estrutura dos cloroplastos, entretanto a reducdo para as demais
caracteristicas indica comprometimento da capacidade fotossintética possivelmente em
decorréncia da limitacdo funcional dos processos fotoquimicos e bioguimicos, associada
ao desequilibrio idnico, a reducdo da eficiéncia do transporte de elétrons e ao acimulo de
especies reativas de oxigénio (Rasel et al., 2021; Munns et al., 2021; Paiva et al., 2023).
Esses resultados reforcam a relevancia de se investigar acessos contrastantes, a fim de
compreender mais profundamente os limites das respostas adaptativas observadas e
ampliar as andlises fisioldgicas, buscando elucidar com maior precisdo as interacdes que
condicionam a tolerancia ao estresse em especies silvestres.

O uso do indice de Estabilidade de Rendimento (IER) reflete a estabilidade frente
ao estresse, sendo eficiente na identificagdo de gendtipos com melhor desempenho sob

salinidade, uma vez que materiais estaveis e tolerantes devem apresentar valores de IER
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préximos ou superiores a 1,0. Esse indice vem sendo aplicado com sucesso em culturas
como trigo (Choudhary et al., 2021; Tao et al., 2021), roma (Khalil et al., 2022), morango
(Roshdy et al., 2021), tomate (Alam et al., 2021) e cevada (Ebrahim et al., 2022). Analises
univariadas e multivariadas sdo descritas como importantes ferramentas estatisticas no
processo de triagens robustas (Sivakumar et al., 2020; Alam et al., 2021; Denaxa et al.,
2022). A combinacdo da andlise de agrupamento (heatmap + cluster) com os valores de
IER para 10 caracteristicas morfofisiol6gicas permitiu identificar padrbes contrastantes a
salinidade (Figuras 6A) nos 86 genotipos avaliados. O uso desse indice permitiu
discriminar os acessos em cinco grupos sendo G1 tolerante; G2 e G3 sensiveis e G4 e G5
intermediarios, demostrando variabilidade intra e interespecifica (Figuras 6A-K). Dentre
os 19 acessos do G1, seis foram destaque por reunir altos IER > 0,80 para variaveis de
crescimento e acimulo de biomassa, associados a baixos indices de sintoma (Figura 6A;
Figura 8A, B). Esses acessos pertencem as espécies P. mucronata, P. cincinnata, P.
rubra, P. edulis, P. alata, e uma espécie ndo descrita (Passiflora sp.).

A maioria dos acessos avaliados da espécie cultivada (P. edulis) foi alocada no
grupo G3 (sensivel), junto a testemunha BGP190 (C1 a C3), enquanto os acessos de P.
alata foram mais representados no G4 (intermediario), contudo, os acessos BGP026 (P.
edulis) e BGP015 (P. alata) se destacaram como tolerantes (G1) (Tabela 2; Figura 6A).
Os acessos da espécie silvestre P. cincinnata também mostraram comportamento
diferencial, sendo alocados em grupos com classificagbes distintas tanto para as
caracteristicas morfofisioldgicas, quanto para as nutricionais e sintomatoldgicas (Figuras
6, 7; 9). Esta plasticidade, abre perspectiva para que agdes de melhoramento possam ser
realizadas em menor espago de tempo considerando que a compatibilidade intraespecifica
favorece o sucesso dos cruzamentos, devido a semelhanca cromossdémica, morfoldgica,
anatdmica, fisioldgica e a maior eficiéncia na introgressdo de genes de interesse (Soares
etal., 2015; Lima et al., 2017).

Embora sintomas necréticos nas bordas das folhas sejam tipicos da deficiéncia de
K* (Luo et al., 2025), a baixa variagcdo desse nutriente nos tecidos foliares (Figura 9A)
sugere que tais danos estejam mais relacionados ao acimulo de Na* e a consequente
reducdo da disponibilidade de &gua, o que pode levar a desidratacdo celular e a
queimadura foliar (Munns; Gilliham, 2015). No entanto, ndo se pode descartar que esses
sintomas também estejam associados ao estresse oxidativo, uma vez que 0 excesso de sais
pode intensificar a producdo de EROs, promovendo a peroxidagdo lipidica e danos as

membranas celulares, o que resulta em necrose foliar A auséncia ou surgimento de danos
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visuais induzidos pelo excesso de sais toxicos sdo relatados como indicagéo de tolerancia
(Dasgan et al., 2002; Alam et al., 2021; Rasel et al., 2021). O uso do IS baseado na
sintomatologia visual das folhas (Figura 4; 7), foi eficiente na distincdo entre materiais
assintomaticos e aqueles com severo comprometimento morfofisioldgico decorrente da
toxicidade idnica (Figura 8A). A correlacao sob condicao salina entre IS e Na* foi positiva
(r =0,33) e de Na* e K* foi negativa (r = -0,46), embora pouco expressivas indicam certa
relagdo (Figura 9D).

Os acessos mais sensiveis, em geral, apresentaram maior acimulo de Na* (Figura
9B) em fun¢do da competicdo com nutrientes essenciais como o K*, o que afeta a
integridade celular e os processos metabdlicos das plantas (Rasel et al., 2021) e reflete na
manifestacdo de cloroses, queimaduras e necroses nas folhas, além de afetar outras
caracteristicas de crescimento e biomassa (Figura 7). O K* desempenha um papel
particularmente critico no crescimento e metabolismo das plantas e contribui para sua
sobrevivéncia sob estresses abioticos como a salinidade (Munns; Gilliham, 2015; Wang
et al., 2018; Johnson et al., 2022). A influéncia desse elemento fundamental esta
associada a osmorregulacao, abertura estomatica, equilibrio idnico e enzimatico (Taiz et
al., 2021). As deficiéncias de K* podem diminuir a fixacdo fotossintética de CO2 e o
transporte e utilizacdo de assimilados (Hasanuzzaman et al., 2021).

Dos gendtipos avaliados, 22 acessos alocados nos grupos tolerantes e
moderadamente tolerantes para os caracteres morfofisiologicos e 1S (Figuras 6; 8)
também apresentaram maior acimulo de K* nos tecidos vegetais (Figura 9) e sdo
pertencentes a 13 Passiflora spp. (P. mucronata, P. alata, P. cincinnata, P. porophylla,
P. gibertii, P. miersii, P. morifolia, P. suberosa, P. silvestris, P. foetida, P. pohlii, além
de duas espécies ndo descritas - Passiflora sp.). Os teores menos expressivos de Na* e
altos de K* e razdo K*/Na* para esses acessos e espécies (Figura 9A-C), indicam sua
maior eficiéncia na exclusdo e compartimentalizacdo seletiva de ions tdxicos,
manutencdo da homeostase ionica e preservacdo da integridade celular sob o estresse
salino (Munns; Gilliham, 2015; Rasel et al., 2021; Luo et al., 2025).

Nos genotipos tolerantes, a presencga desses mecanismos pode também estar aliada
a acdo eficiente de sistemas antioxidantes, que contribuem para minimizar os efeitos do
estresse oxidativo e controlar a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
o H:02, que em niveis elevados causam danos a proteinas, lipidios e DNA
(Hasanuzzaman et al., 2021; Rosca et al., 2023). Para neutralizar esses efeitos, as plantas

ativam enzimas como superoxido dismutase, catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase,



126

que estdo associadas a tolerancia por refletirem a capacidade adaptativa das plantas frente
ao estresse salino (Negréo et al., 2018; Alam et al., 2021). Santos et al. (2024b)
demonstraram haver diferenca no acumulo de H20, em Passiflora spp., sendo as espécies
silvestres P. mucronata e P. gibertii eficientes na neutralizacdo desses efeitos em
comparacdo a P. edulis. Esse aspecto deve ser aprofundado em futuras etapas, por meio
de anélises bioquimicas e moleculares, para entender seu papel na toleréncia observada
em acessos promissores.

Em relagdo ao K*, Na* e sua relagdo, ¢ oportuno destacar que, embora de modo
geral ndo tenha sido observada uma relacéo linear entre os aspectos morfofisiologicos e
nutricionais para todos os gendétipos avaliados, existem excecdes tanto entre 0s acessos
quanto dentro dos grupos G1 a G5 (Figuras 6A e 9A-C). Essa diversidade de respostas ao
sal pode ser explicada pela elevada diversidade morfoldgica, fisioldgica, fenoldgica e
genética presente em Passiflora spp. (Soares et al., 2015; Faleiro et al., 2019; Jesus et al.,
2022), diferentemente de estudos realizados em espécies Unicas ou com variagdes
boténicas dentro da mesma espécie, como em tomate (Dasgan et al., 2002; Alam et al.,
2021), morango (Denaxa et al., 2022), arroz (Rasel et al., 2021) e maracuja-amarelo
(Santos et al., 2024b; 2025).

Além da diversidade, a razdo K'/Na‘, embora interessante para identificar
tolerancia ao estresse salino (Talakayala et al., 2025; Zafar et al., 2024), ndo permite
inferir se o Na* quantificado na analise foliar est4 localizado no vactiolo ou no citoplasma.
Sabe-se que plantas tolerantes podem excluir o Na* ou o compartimentalizar nos
vacuolos, evitando sua presenca no citoplasma, onde pode exercer efeitos toxicos e
comprometer o crescimento vegetal, como ja relatado no maracujazeiro (Lima et al.,
2020; Lima et al., 2023; Luo et al., 2025) e em outras espécies (Dasgan et al., 2002;
Gharsallah et al., 2016; Wu, 2018; Alam et al., 2021). Altas concentragdes de Na* podem
interferir em processos metabdlicos ao competir com o K* por sitios de ligacdo em
enzimas, canais ionicos e transportadores de membrana, afetando funcdes celulares
reguladas por esse nutriente essencial (Wu et al., 2018; Luo et al., 2025). De fato, nossos
resultados mostram que a variagdo nos teores de K* foi relativamente baixa entre as
condigdes com e sem NaCl (Figuras 5K; 9A), sugerindo que a absor¢do de K* ndo foi
drasticamente comprometida pelo estresse salino. No entanto, a presenga de Na',
dependendo de sua compartimentalizacdo no interior celular, pode ter interferido na
homeostase idnica e modulado as respostas fisioldgicas, mesmo diante de niveis

adequados de K*. A absorcéo elevada de ambos os ions sob estresse salino também pode
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estar relacionada a ampla disponibilidade desses elementos na solucdo e ao sistema
hidroponico adotado com irrigagdo10 vezes ao dia.

As associacOes e caracteristicas reforcam que a tolerancia a salinidade é um
carater complexo, dependente da interacdo entre multiplas caracteristicas e da
variabilidade genética, evidenciando que a abordagem integrada adotada permitiu
identificar recursos genéticos promissores para o melhoramento do maracujazeiro. Com
base nos achados apresentados, as proximas etapas de pesquisa deverdo utilizar as
especies sensiveis e tolerantes para avancar em estudos enzimaticos e de expressao génica
visando melhor compreensdo dos mecanismos de tolerancia em Passiflora. Além disso,
deve-se priorizar 0 uso de gendtipos tolerantes identificados em cruzamentos intra e
interespecificos (Passiflora sp. x P. edulis), com o objetivo de gerar popula¢Bes
segregantes com potencial agronémico e maior tolerancia ao estresse salino. No entanto,
0 sucesso desses cruzamentos dependera do enfrentamento de barreiras reprodutivas pré
e pbs-zigdticas que podem limitar a viabilidade dos hibridos e a expressao dos caracteres
desejaveis (Soares et al., 2015). Além disso, algumas espécies poderao ser testadas como
porta-enxertos (Lima et al., 2017) em ambientes com salinidade a exemplo de alguns

locais com polos irrigados no semiarido.

5 CONCLUSAO
O estresse salino no nivel de 9 dS m™ afetou todas as variaveis em andlise, com

reducdes expressivas no crescimento aéreo e radicular, acimulo de biomassa e aumentos
dos sintomas visuais em virtude do acimulo de so6dio (Na*) nos tecidos foliares das
Passifloraceas em estudo. A aplicacdo do indice de Estabilidade de Rendimento (IER)
em conjunto com o Indice de Sintomas (IS%) e as analises nutricionais, permitiu
identificar genotipos promissores com melhor desempenho sob estresse, destacando-se
22 acessos de 13 espécies: P. mucronata, P. cincinnata, P. porophylla, P. gibertii, P.
miersii, P. morifolia, P. suberosa, P. silvestris, P. foetida, P. pohlii, duas Passiflora sp. e
a cultivada P. alata. Esses materiais apresentaram maior acumulo de biomassa, menores
perdas em crescimento, baixos niveis de sintomatologia foliar e capacidade de manter a
razao K*/Na".

A presenca de acessos resilientes em espécies cultivadas (P. edulis e P. alata)
revela oportunidades imediatas para o melhoramento convencional, enquanto o alto
desempenho de espécies silvestres reforca seu potencial como fonte genética em

cruzamentos interespecificos ou como porta-enxertos. Em conjunto, os resultados
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fornecem subsidios inéditos e sdlidos para o desenvolvimento de cultivares de maracuja
adaptadas a ambientes salinos, alinhadas as necessidades produtivas do semiarido

brasileiro e direcionam os proximos passos do programa de melhoramento.
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