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RESUMO

HURTADO SALAZAR, Alejandro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2016. Tolerancia ao estresse abidtico (salinidade e seca) e influéncia de porta-
enxertos na qualidade de frutos em Passiflora sppOrientador: Claudio Horst
Bruckner. Coorientadores: Rodrigo Oliveira de Lima, Edgard Augusto de Toledo Picoli
e Nelson Ceballos Aguirre.

Atualmente, as pesquisas desenvolvidas sobre as passifloraceas buscam entender os
efeitos da salinidade no desenvolvimento nas diferentes fases fenolégicas inicdas dess
cultura; entretanto, sdo ainda incipientes dentro de um programa de melhoramento para
condicBes de estresse abidtico com énfase em salinidade e seca. Assim, 0s objetivos do
presente trabalho foram avaliar o (1) efeito dos estresses hidrico e salino sobre variaveis
indicadoras de crescimento em quatro espécies de Passifi@aa resposta diferencial

sobre o acumulo de prolina e sobre os teores nutricionais dos macronutrientes catiénicos
e suas relacdes com o sodio; (3) estudar a a capacidade de P. tarminiana prosperar em
altos niveis de salinidade para fazer a excrecdo de sodio; e encontrar caracteristicas
morfoldgicas e estruturais que podem ser relacionadas com a resisténcia dessa planta; e
(4) determinar o efeito das espécies silvestres de Passiflora gibertii N.E. Brown e
Passiflora mucronata Lam como porta-enxertos sobre o conteddo de antioxidantes e
gualidade de frutos de maracuja. Para isso foram desenvolvidos quatro experimentos. No
experimento um, foi avaliado o efeito do estresse hidrico e salino no crescimento e na
distribuicdo de matéria seca em quatro espécies cultivadas de Passiflora. O experimento
foi instalado em delineamento de parcelas subsubdivididas, onde a parcela foi o
percentual de saturacdo de agua em relacdo a exigéncia da cultura (100%, 66% e 33%); a
subparcela foi composta por niveis de saturagdo de sal (CE: 1,5; 2,5; 4,0; e 3)5edS m
nela estavam os 11 acessos, em um arranjo completamente aleatério com cinco
repeticbes, em que a unidade experimental foi uma planta. O padréo de distribuicdo de
matéria seca de raiz e parte aérea foi modificado com o aumento do estresse hidrico e do
salino. Determinaram-se como tolerantes a salinidade e seca os aces@@sedulis f.
flavicarpa), m13 (P. edulis f. flavicarpa) e m1l5 (P. tarminiana); e medianamente
tolerantes, os acessos m2 (P. edulis f. egutid2 (P. edulis f. flavicarpa) e m14 (P.

edulis f. flavicarpa No segundo experimento avaliou-se o acimulo de prolina e ions em

guatro espécies de Passiflora em estresse hidrico e salino. As plantas foram cultivadas
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em condi¢Oes controladas por sete meses, irrigadas com solucao nutritiva com adi¢oes de
NaCl (100mM) até atingir as condutividades desejadas (1,5; 2,5; 4,0; e 5,3)dS m
umidades do substrato constantes em 100%, 66% e 33%. A concentracdo k& Na

Ca™, Mg e prolina nas folhas foi determinada pelo método proposto por Bates et al.
(1973). A acumulacao de prolina aumentou nos tecidos estudados, em resposta ao estresse
salino, e os niveis maximos de prolina foram observados em plantas tratadas com solucéo
de NaCl com condutividade de 5,5 d$,ma que resultou em niveis superiores déme

folhas, com algumas excecdes. Isso confirmou a existéncia de associacdo entre o aumento
da acumulacédo desse aminoéacido e os niveis de ions nos tecidos. As rela¢lees, Na
Na'/Mg** e Nd/K* foram aumentadas nas folhas, evidenciando-se como importantes
variaveis no estudo nutricional das plantas em condicdes de salinMiaderceiro
experimento, foi avaliada a estratégia de fuga para o controle e a regulacdo do feor de sa
em plantas de Passiflora tarminiana. A excrecao de sal, os parametros de crescimento e
as concentracdes de ions excretados foram examinados em plantas cultivadas durante sete
meses, submetidas a diversos niveis de salinidade ((NaCl) 2,5; 4,0; e 5'32i5 40 e

55 mM)) e de estresse hidrico moderado (33% e 100% umidade no substrato). Foram
avaliados os cristais de sal e as estruturas da epiderme da folha. Foi usado o acesso
comercial Passiflora tarminiana Coppens & V.E. Barney c. O experimento foi instalado
em delineamento de parcelas subdivididas, onde a parcela foi com o percentual de
saturacao de agua de 33% e 100%, a subparcela foi composta pelos diferentes niveis de
saturacdo de sal (CE: 2,5; 4,0; e 5,5 d§,mom cinco repeti¢cdes, em que a unidade
experimental foi uma planta. Foi observada excre¢do de sais na superficie adaxial em
folhas de P. tarminiana, possivelmente por presenca de glandulas especiais excretoras de
sal. Além dessas possiveis glandulas, foram observadas outras estruturas da epiderme
como papilas e tricomas, que provavelmente estdo envolvidas na tolerancia de P.
tarminiana a salinidade. No quarto experimento foi avaliado o teor de antioxidante em
frutos de maracuja-amarelo sobre diferentes porta-enxertos. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e 25 repeti¢cdes, com
um total de 100 unidades experimentais, cada um dos quais foi representada por uma
planta plantada em vaso de 30 L. Os tratamentos foram: Passiflora edulis Sims,
Passiflora gibertii NE Brown e Passiflora mucronata Lam. Como tratamento controle,
foram usadas plantas a partir de sementes de P. edulis e enxertadas na mesma espécie.
Foi avaliado o contetido de f-caroteno, acido ascorbico, coloragdo do suco e casca do

fruto. Com o0 uso de espécies silvestres como porta-enxertos, o contgixdardeeno
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dos frutos de maracuja nao apresentou diferencas significativas (p < 0,05). Indicando o
potencial de porta-enxertos silvestres por seus efeitos positivos como a tolerancia a
diferentes estresses bidticos e abidticos, mantendo a qualidade comercial dos frutos de

maracuja.
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ABSTRACT

HURTADO SALAZAR, Alejandro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2016.Tolerance to abiotic stress (salinity and drought) and influence of rootstocks

on fruit quality of Passiflora spp. Adviser: Claudio Horst BrucknerCo-adviser:
Rodrigo Oliveira de Lima, Edgard Augusto de Toledo Picoli and Nelson Ceballos
Aguirre.

Understanding the effects of salinity on different phenologic stages is an important
research goal. It is an incipient research objective related to breeding for abiotic stress
conditions with emphasis on salinity and drought. The first objective of this study were
to assess the effect of water stress and the salt on indicator variables of growth in four
species of Passiflora L. A second objective was study the differential response on the
accumulation of proline and on the nutritional content of cationic macronutrients and their
relations with the sodium. Third, there were studied the ability of P. tarminiana in in
growing under high salinity levels, based in sodium excretion, and finding morphological
and structural features that may be related to the resistance of the plant. Fourthly, the
effect of wild species as rootstocks on the content of antioxidants and fruit quality of
passionfruit. Four experiments were performed. In the first experiment, we evaluated the
effect of water and salt stress on the growth and distribution of dry matter in four
cultivated species of Passiflora. The experiment was outlinadpit plot design, where

the plot was the water saturation percentage in relation to the requirement of culture
(100%, 66% and 33%); the subplot consisted of salt saturation levels (EC: 1.5, 2.5, 4.0,
and 5.5 dS m) and it had 11 accesses in a completely random arrangement with five
repetitions. The experimental unit was a plant. The pattern of distribution of dry matter
of root and shoot was modified with the increase of water stress and the salt. It was
determined as tolerant to salinity and drought the accesses m11 (Pf éduicarpa),

m13 (P. edulig flavicarpa) and m15 (P. tarminiana); and moderately tolerant, the m2
accesses (P. edulis f. edulis), m12 (P. edulis f. flavicarpa) and m14 (P. edulis f.
flavicarpa). In the second experiment evaluated the accumulation of proline and ions

in four species of Passiflora in water and salt stress. The plants were grown under
controlled conditions for seven months, irrigated with nutrient solution added of NacCl
(100 mM) to achieve the desired conductivity (1.5; 2.5; 4.0; and 5.5%I8md moisture
contained in the substrate in 100%, 66% and 33%. The concentratior, di{'N&a™,



Mg*™* and proline in leaves was determined by the method proposed by Bates et al. (1973).
The increased proline accumulation in the tissues studied, in response to salt stress and
the maximum proline levels were observed in treated plants with NaCl solution with a
conductivity of 5.5 dS m, which resulted in higher levels of Na the leaves, with some
exceptions. The association between increased accumulation of this amino acid and ion
levels in the tissues was found. The ratios/@a™, Na'/Mg*™" and Na/K* increased in

the leaves, showing whether as nutritional important variables in the study of plants in
saline conditions. In the third experimem evaluated the exit strategy for the control

and regulation of salt content in plant of Passiflora tarminiana. The salt excretion, growth
parameters and the concentrations of ions excreted were examined in plants cultivated for
seven months, subject to various levels of salinity (NaCl) 2.5, 4.0, and 5.5 &m

40 and 55 mM)) and moderate drought stress (33% moisture in the sub$tfate).
evaluated the salt crystals and structures of the leaf epidermis. A commercial access
Passiflora tarminiana Coppens & V.E. Barney was studied. The experiment was outlined
as a split plot desigrihe plot consisted of 33% and 100% water saturation, the subplot
was composed by levels of salt saturation (EC: 2.5, 4.0, and 5, 51Swith five
replications in the experimental unit was a plant. Salt excretion was observed in the
adaxial side of the leaf of P. tarminiana, possibly due to the presence of special salt
secretory glands. In addition to these possible glands we also observed other epidermal
structures such as buds and trichomes, which are probably involved in P. tarminiana
tolerance to salinity. In the fourth experiment, the antioxidant content were evaluated in
yellow passion fruits over different rootstocks. The experimental design was completely
randomized, with four treatments and 25 repetiti@ashexperimental unit represented

by a plant in a 30 L pot. The treatments were: Passiflora edulis Sims, Passiflora gibertii
NE Brown and Passiflora mucronata Lam. As control treatments, P. edulis seedlings and
grafted on the same species were evaluated. The coofgiisarotene, ascorbic acid,

juice and peel content and fruit color were evaludiéd p-carotene content was not
effected by the rootstocks (p < 0.05). The wild rootstock is potentially useful for its
possible tolerance to different biotic and abiotic stresses, since keeping the marketable

quality of the fruits of passion.



INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora € originario da América do Sul e apresenta em torno de 400
especies, sendo que no Brasil sdo encontradas entre 111 e 150 espécies, principalmente
no centro-norte do pais, caracterizando-se por ser o maior centro de distribuicdo
geografica (LOPES et al., 2010). Atualmente Brasil, Equador, Coldmbia e Peru sao os
principais produtores mundiais de maracuja-amarelo com aproximadamente 640.000
t/ano (OCAMPO et. al., 20)3devido a grande diversidade de espécies do género, no
qual o Brasil possui a maior e mais diversificada colegao de germoplasma (FERREIRA
et al., 2005), seguido da Colombia (BERNACCI et al., 2005). Atualmente, as passifloras
sao cultivadas em regides tropicais de quatro continentes (LIMA; CUNHA, 2004).

No caso do maracuja roxo (Passiflora edulis f. edulis), no ano 2013 as
exportacdes anuais na Colombia famarem torno de 3.000 toneladas, em comparagao
com 523 toneladas de seis anos antes. Nesse periodo, as vendas externas se multiplicaram
por cinco, ao passar de USD$3.924 milhdes em 2007 a USD$20.455 milhoes, entre
janeiro e setembro de 2013 (AGRONET, 2015). Essa espécie apresentou crescimento de
417% nas vendas externas desde o ano 2007.

Para P. maliformis as producdes estdo em aumento na Colémbia a partir do ano
2007, com producdes de 3.010 toneladas para satisfazer o mercado interno (AGRONET,
2015) com um grande potencial de expansao e exportacdo. P.tarminiana apresentou n
ano 2013 uma producéo de 25.000 toneladas em uma area de 1.500 hectares com um
rendimento de 16,6 ton Aalas quais 5,48 toneladas foram para exportacdo por um valor
de USD$15.201 (AGRONET, 2015). Houve um crescimento da demanda desses frutos
tropicais nos mercados europeios, especialmente Alemanha e Bélgica.

Especialistas da Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura (FAO)
analisaram os desafios climaticos e como resolvé-los, alegando que o aguecimento global
ter4 implicagbes profundas tanto no modo quanto nos locais onde os alimentos sao
produzidos, além de levar a reducdo das propriedades nutricionais de determinadas
culturas, gerando implicacdes politicas de combate a fome, a pobreza e ao comércio
global de alimentos (FAO, 2015). Esses mesmos especialistas o#isen@no as
mudancas climaticas elevaram o desafio do rapido aumento da demanda global por
produtos agricolas, visando alimentacdo e combustivel necess@osscimento da

populacdo e a elevacao dos niveis de renda.



As alternativas para atender a crescente demanda global por alimentos sao maior
exploracdo das plantagdes de entressafra, gerando maior parte do tempo rendimentos mais
baixos; aumento da produtividade; e expansao das areas de cultivo, sendo este Ultimo uma
alternativa viavel em alguns paises emergentes como Colémbia e Brasil.

Nesse contexto, uma fragdo significativa das colheitas agricolas pode ser
realizada em solos de &areas marginais, que tém estresses principalmente abi6ticos
(FRITSCHE-NETO et al.,, 2011). Como a agricult@aaltamente dependente das
condicBes meteoroldgicas locais (FAO, 2015), espera-se, gagaehauito sensivel as
mudancas climéaticas nos proximos anos. Em particular, uma atmosfera mais quente e
seca perto do Equador poderia reduzir a produgdo agricola na regido, enquanto o
aguecimento moderado poderia, pelo menos em curto prazo, ser benéfico para as culturas
em outras areas (FAO, 2015).

Entre os estresses abidticos, a salinidade e a seca séo os principais fatores que
reduzem a produtividade das culturas no mundo (FAGIERA et al., 2011). Na América do
Sul, a area acometida por esses estresses é de aproximadamente 85 milhdes de hectares,
considerando os solos salinos e salinos sodicos. Solos suscetiveis a estresses abioticos na
Colémbia cobrem uma éarea de 86.5922kem que 78.277 kfmestdo em areas com
problemas de seca, o que representa 90,39% do total dessesesiposios ao estresse
abidtico. As areas suscetiveis a esses tipos de estresses abrangem grande parte da regiao
do Caribe, os vales do Cauaario Magdalena e as terras altas do Orinoco, onde
atualmente planeja-se expandir a fronteira agricola da Colombia (ZUNIGA et al., 2012).

No caso do Brasil, além da Regido Nordeste, onde ha problemas com esses
estresses abibticos, o Rio Grande do Sul e o Pantanal mato-grossense também apresentam
problemas relativos a estresses abidticos (RIBEIRO et al., 2009). Segundo esses autores,
considerando o mapa de solos do Brasil, os solos comprometidos por salinidade e seca
ocupam cerca de 160.000 kwu 2% do territorio brasileiro. A maior parte dessa area
esta nos Estados da Bahia, com 44%, e do Cear4, com 26% do total.

De acordo com a FAO (2015), had mais de 30 anos tem sido geralmente aceito
que as tendéncias de aumento da temperaturaudanca dos padrdes de chuva nas areas
agricolas tém implicacbes importantes, muitas vezes negativas para a produtividade das
terras agricolas, o que aumenta a pressdo para a producdo global de alimentos nas
proximas décadas. Além dessas alteracdes, uma série de outras alteragdes relacionadas na
biosfera pode melhorar ou piorar esses impactos. De fato, tem sido sugerido que a

gravidade das mudancas climaticas e a intensidade, duracdo e frequéncia de eventos
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extremos serdo limitantes para a producédo de alimentos, especialmente os eventos de
seca, fator que mais limita o crescimento e desenvolvimento de plantas.

Nos paises em desenvolvimento, a seca pode prejudicar comunidades. O impacto
dela € muitas vezes duradouro, especialmente se os pequenos produtores tém de vender
equipamentos agricolas a fim de sobreviver a perda de renda de culturas. Ja nos
desenvolvidos, a seca em uma grande regiao produtora de alimentos pode encarecer o
preco dos alimentos em todo o mundo (CAMPBELL, 2013).

Eventos de seca sdo esperados em maior frequéncia e severidade no futuro, como
resultado das mudancas climaticas, principalmente como consequéncia de redu¢fes na
precipitagdo regional, mas também por causa do aumento da evaporacdo impulsionado
pelo aquecimento global. AvaliacGes anteriores de mudancas histéricas em seca no final
do século XX e inicio do XXl indigam que essas podem ja estar acontecendo
globalmente. Sheffield et al. (2012) obtiveram uma maneira diferente de interpretar o
papel do aquecimento global nas mudancas do ciclo de 4gua no planeta e os seus
extremos, como secas, e como podem ser quantificados os impactos das mudancas
climaticas futuras. Segundo os estudos de Briffa et al. (2009) e Cai et al. (2009),
temperaturas mais altas do que o normal fara@ausa do aumento da seca nos ultimos
anos pelo aumento da evaporacdo. No entanto, ha evidéncias de que o impacto direto das
altas temperaturas pode realmente ser ma interpretacdo da realimentacdo entre a Terra e
a atmosfera. E mais provavel que a evaporacdo diminua durante a seca em razéo da
precipitacdo reduzida, e que a seca eleve a temperatura, porque ha menos arrefecimento
por evaporacao e, consequentemente, um fluxo de calor € mais elevado do que o fluxo de
ar, que por consequéncia é aquecido. As temperaturas andmalas, em curto prazo, podem
ser uma resposta a seca, em vez de um fator forcante & seca. Uma preocupacao é se a
influéncia percebida de aguecimento sobre a seca quantificada por métodos empiricos é
extrapolada para o futuro, e os impactos previstos das alteracbes climaticas séo
susceptiveis de samsuperestimados. Portanto, € essencial manter uma perspectiva sobre
a magnitude dos impactos do aquecimento global com base na compreenséao fisica das
relacdes complexas entre o clima e a variabilidade hidrolégica.

Segundo Campbell (2013), nas préximas décadas, esgeranudancas
climaticas que provoguem secas mais frequentes e mais graves. Os governos precisam
investir em pesquisa para tornar a agricultura mais resiliente. Tais estratégias podem
incluir variedades de culturas adaptadas a seca, melhoria das técnicas de manejo do solo

ou maior uso de irrigagao.



Plantasem estresse abidtico (seca e salinidade) apresentam nanismo, reduzindo
0 surgimento @expanséo de novas folhas que séo geralmente aceitas como mecanismos
adaptativos de plantas expostas a estresses abioticos (VAARIO et al., 2011). Para
maracuja-amarelo, de acordo com Dias et al. (2012), quando as plantas sdo submetidas a
condicOes de estresse salino na solugéo do solo evidenciam a inibicdo do crescimento em
algumas situacdes, 0 que caasgenescéncia dela. As plantas de maracuja-amarelo sao
sensiveis tanta salinidade do solo comda agua (CAVALCANTE et al., 2005). Dias
et al. (2012) relatam que o maracuja € consideravelmente acometido pelos efeitos de
salinidade, principalmente quando a condutividade elétrica da 4gua é mais elevada do que
2.5dS m'. Assim, o desenvolvimento de metodologias simples, reprodutiveis e confiaveis
para as pesquisaam passiflordceas, em condi¢cdes de estresse abiodticos, ainda sao
incipientes.

Em razéo dsses problemas, em algumas regides da Colémbia e do Brasil ha
diminuicdo nos rendimentos por causa de problemas de estresse abioticos, passiveis para
o estabelecimento da culturanecessidade de garantir altas produtividades e qualidade
dos frutos depende de pesquisas sobre o comportamento de passifloras cultivadas em
condi¢cdes de estresse abibticos e suas caracteristicas agrondmicas. De acordo com
Wheeler (2015), é necessario investimento e desenvolvimento de estratégias de adaptagao
as alteracOes climaticas, como variedades melhoradas das culturas e da pecuéria para
aumentar a resiliéncia do clima em comunidades agricolas. As respostas a seca podem
envolver a criacdo de reservas de financiamento a partir do qual alivios financeiros podem
ser extraidos por comunidades afetadas por eventos climéticos severos. Esses podem ser
desenvolvidos por meio de parcerias publico-privadas como na india, onde quase 10
milhées de agricultores estdao abrangidos por um regime de seguro-safra com base no
tempo (CAMPBELL, 2013). Assim, outras redes de seguranca também sdo necessarias.
Essa podem envolver dinheiro e transferéncias em espécie, sistemas de garantia de
emprego e capacidade para entregar respostas humanitarias rapidas; por exemplo, o etiope
Programa Rede de Seguranca Produtiva, que abrange oito milhdes de pessoas, em que foi
criada infraestrutura para coleta de agua (CAMPBELL, 2013).

Daryanto et al. (2015) coletaram dados da literatura entre 1980 e 2014, relataram
o rendimento de monocultura de legumes em condi¢cdes de sequeiro e analisaram ess
conjunto de dados utilizando técnicas de meta-analise. Como resultados, evidenciaram
que a reducgdo de agua foi positivamente relacionada com a queda de produtividade, mas

a extensao do impacto variou de acordo com as espécies de leguminosas e o estado
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fenoldgico em que a planta se encontrava quando a seca ocorreu. No geral, lentilha (Lens
culinaris), amendoim (Arachis hypogaea) e guandu (Cajanus cajan) foram menos
acometids em termos de producdo, quando induzidos a seca e comparados com
leguminosas como feijdo-caupi (Vigha unguiculata) e grama-verde (Vigna radiate). Em
relacéo ao estadio fenoldgico, houve maior redugéo da producdo quando as leguminosas
foram submetidaa seca durante a sua fase reprodutiva em relacdo a sua fase vegetativa.

Os solos séo definidos como salinos quando oferecem condi¢cdes adversas para
0 crescimento da maioria das espécies por causa da presenca de sais sollaveis e, ou, sodio
trocavel na zona radicular (SOIL SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 2008). Os sais
sollveis consistem, normalmente, de varias propor¢des dos catfonsl§Ea, Na*; dos
anionsCl, SQ?%, HCOs; e, as vezes, de'lKCO:> e NGy Os solos interferidos por esses
sais sdo comuns nas regifes aridas e semiaridas em razdo da baixa precipitacdo e alta
evaporacdo (FAGIERA et al., 2010). A salinidade pode influenciar a absor¢dé*ade Ca
K™, dependendo da espécie e do nivel de salinidade (NIU et al., 2010).

Hunsche et al. (2010) avaliaram a translocacdo de ions que conduzem a um
padréo distinto de distribuicdo de MaK* e aclcares sollveis em gendtipos de tomate
cultivados em ambientes salinos. Os autores concluiram que em condi¢cfes de salinidade
existem mudancas induzidas nos niveis de potassio nas folhas e na concentracdo de
glicose nas raizes, que podem ser usadas como caracteristicas adicionais para discriminar
genotipos quanto a sua sensibilidade ao sal. Esses parametros podem ser Uteis quando as
comparacdes na producédo de frutos ou o desempenho vegetativo ndo fornecem alguma
indicacao conclusiva, por exemplo, por causa dos habitos de crescimento distintos de
cultivares selecionados para a produtividade de frutas e gendtipos nativos que tém um
desenvolvimento vegetativo mais efetivo. No entanto, estudos adicionais considerando as
relac6es dinamicas fonte-dreno em razao da carga de frutos precisam ser considerados.
Mori et al. (2008) testaram a hipétese de que a adubacado nitrogenada pode ajudar a
aumentar a tolerancia do tomateiro a salinidade; entretanto, tal hipétese n&o foi
confirmada, e as alteracbes induzidas pela salinidade no crescimento da planta, no
rendimento e na qualidade estabilizaram-se em altos niveis de condutividade elétrica da
agua. Os mesmos autgrrelataam que as reducdes de produtividade foram por causa,
principalmente, do menor peso do fruto. Os valores de biomassa diminuiram a medida
gue os niveis de salinidade aumentaram; e os teores de sélidos sollveis e caretenoides

a firmeza dos frutos foram melhorados com o aumento da salinidade.



Niu et al. (2010) avaliaram a tolerancia a salinidade com base na sobrevivéncia,
no crescimento e na producéo de frutos de oito variedades de pimentas, encontrando que
a tolerancia esta associada a variedade. Os mesmaossael@ataram que as variedades
tolerantes tinham menor actimulo déNs, ou,Cl- geralmente no tecido.

O estresse por salinidade em melédo induz menor producgéo de fitomassa, menor
concentracdo de clorofila nas folhas e menor produtividade (KAYA et al., 2007), o que
corrobora com os resultados encontrados em pesquisas anteriores com morango (KAYA
et al., 2001) e pepindKAYA et al., 2003). Portanto, percebe-se que a salinidade pode
afetar diversas culturas de diferentes formas como o crescinagmtodutividade e a
qualidade dos frutos.

Em estudos relacionados aos efeitos da salinidade da agua de irrigacao (0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,5; e 6,0 dS"Hhem substratos (0,34 e 1,41 date volume) sobre a germinacéo
de sementes e variaveis de crescimento inicial do maracujazeiro-amarelo, Cavalcante et
al. (2002) concluiram que a salinidade da agua inibe a germinacdo das sementes, o
crescimento e o desenvolvimento das plantas, principalmente em substratos de menor
volume. Esses autores verificaram que os efeitos da salinidade foram mais agressivos
sobre o crescimento em altura, diametro do caule, area foliar e biomassa das plantas que
na germinacao das sementes, assim como a irrigacdo com aguas de salinidade superior a
1,0 dS mt ndo possibiliteam a producdo de mudas com qualidade para cultivo.

Na avaliacéo de efeitos da salinidade da agua nos niveis de 0,75; 2,5; 4,5; ¢ 6,0
dS m! sobre a germinagdo de sementes de maracujazeiro-amarelo, Meza et al. (2007)
verificaram 79% de germinacdo nos tratamentos com agua de mais baixa salinidade,
contrariamente ao observado nos tratamentos com agua de teor salino mais elevado, que
apresentaram a menor taxa de germinacao (49%). Portanto, percebeu-se que as pesquisas
desenvolvidas atualmente com a cultura do maracujazeiro-amarelo buscam entender os
efeitos da salinidade nas diferentes fases fenoldgicas iniciais da cultura. No entanto, essas
pesquisas sao incipientes dentro de programas de melhoramento para condigbes de
estresse abiético com énfase em salinidade e seca. Ainda ndo séo explorados mecanismos
de deteccado rapidos e de baixo custo de passifloraceas tolerantes a estresse salino e
hidrico.

O estresse salino, segundo Silveira et al. (2010), estéa relacionado com dois tipos
de efeitos: 0 osmatico e o ibnico. Os primeiros efeitos causados pelo excesso de sais sédo
de natureza biofisica, se destacando os efeitos osméticos, restringindo o transporte de

agua. Em seguida, rapidamente € desencadeada uma sequéncia de reacdes moduladas por
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hormonios, que levam restricdo a abertura estomética e assimilacao fotossintétieca do CO
Esses efeitos predominam na primeira fase do estresse salino (“fase osmética”), que

ocorre nos estadios iniciais da exposicao das plantas a salinidade ou na presenca de niveis
moderados de sais em contato com o sistema radicular. Os mesmesralatiaram que

na “fase osmotica”, na realidade, tratava-se de uma resposta fisioldgica, ou seja, de
aclimatacdo ao estresse do que em resposta aos danos sofridos pelo estresse salino
propriamente dito. Isso €, muitas vezes, o que comumente se diagnostica como sintomas
de efeitos negativos do estresse salino, que sdo, na realidade, respostas fisiologicas
normais das plantas para se supgrasu se aclimatamaquela situacao advers

A medida que os ions salinos se acumulam em excesso no citosol das células
surgirdo problemas de toxicidade (fase toxica ou idnica) nas plantas expostas a salinidade
(SILVEIRA et al., 2010). Entretanto, as espécies diferem largamente na resisténcia
protoplasmética ou na resisténcia do tecido ao estresse salino. Essa capacidade de resistir
esta ligada principalmente com a intensidade de compartimentalizacdo dos ions salinos
dentro dos vacuolos e com a manutencédo de um baldiije?K favoravel no citosol.
Atualmente, esse tem sido um dos alvos para a selecdo de cultivares resistentes de
algumas culturas.

Para Freire et al. (2003), os sais em excesso no solo, na agua de irrigacdo ou na
solucéo nutritiva prejudicam o comportamento germinativo, vegetativo e produtivo das
plantas pela acdo dos efeitos diretos sobre o potencial osmético e dos ions potencialmente
toxicos na solucao do solo. Quanto maior a concentracdo de sais no solo, maior sera o
esforco que a planta terd que fazer para absorver a agua. Assim, sob essa éondicéo,
medida que a planta cresce aumenta a concentracdo de sais na regido da zona radicular
das culturas.

Segundo Cavalcante et al. (2005), a salinidade na agua e no solo provoca
alterag6es no potencial osmatico entre as plantas e o meio salino. Além disso, causa
toxicidade idnica e desequilibrio na absor¢éo de nutrientes, consequentemente reduzindo
o consumo hidrico com relevancias negativas para o crescimento e desenvolvimento
vegetal.

De acordo com Silveira et al. (2010), na fase de toxicidade idnica da salinidade
ocorrem efeitos diretos e indiretos causados pelo excesso de ions no tecido ou mesmo no
meio externo radicular. Esses mecanismos ainda ndo sdo bem compreendidos, mas
acredita-se que concentragcfes acima de certo limiar desencadeiam reagfes bioquimicas

em cadeia relacionadas a percepcao e expressao de genes ligados ao fator modulador do
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estresse (presenca de ions, potencial osmético, mudancgas na pressao de turgescéncia). Em
seguida, ocorre a resposta da planta, envolvendo expressao génica, sintese de proteinas e
balanco hormonal. Essas respostas desencadeiam diversos processos fisioldgicos
importantes.

Na Figura 1, apresentse um esquema hipotético evidenciando a restricdo de
crescimento imposta pela exposicdo ao estresse salino: uma resposta rapida e de alta
intensidade é causada pelo aumento da pressdo osmotica no meio externo (fase osmatica),
0 que reduz intensamente o crescimento. Uma resposta posterior em razdmulo
excessivo de ions toxicos nos tecidos (fase ibnica), em geral, leva ao surgimento de
sintomas visuais de toxicidade nas follgegalmente clorose seguida por surgimento de
areas necroticas. Essas respostas variam intensamente entre gendtipos, nivel de
salinidade, solo e fatores ambientais.

Os processos mais diretamente associados com a toeiddlada séo a
senescéncia e a morte celular programada, ambas induzidas por salinidade. Esses dois
processos sao complexos e interligados e séo respostas comuns das plantas a estresses
bidticos, semelhante aos processos desencadeados por ataque por patdgenos. Acredita-se
que esses dois processos sejam 0s responsaveis pela sintomatologia visual da toxicidade
ibnica como clorose foliar (degradacéo de clorofila) e surgimento de pontos necroéticos

no limbo foliar (sintomas de apoptose ou morte celular) (SILVEIRA et al., 2010).

J

o
&
=
=]
E
‘8
v
-
-
]
=
" .
E a
e
NaCl

v

o B
—

Fase osm Otica Fase idnica -

Fonte: Editado de Silveira et al. (2010).

.

Figura 1- Esquema hipotético das fases correspondentes aos efeitos osmoticos e ibnicos
do estresse salino na restricdo do crescimento de uma planta.



Entretanto, o excesso de ions no citosol, especialmenté, ciNsa grandes
alterag6es na atividade de enzimas e na estrutura funcional de proteinas, causando efeitos
diretos de toxicidade. Nessas condic¢des, a salinidade pode induzir problemas sérios no
transporte de agua e de nutrientes minerais, acarretando “seca por salinidade” e
desbalanco nutricional, especialmente na alta relsig&@K* no citosol (SILVEIRA et
al., 2010). Esses auewafirmaram que esses efeitos manifesssomente na presenca
de niveis elevados de salinidade (estresse agudo) nas espécies sensiveis. Entretanto,
muitas vezes, 0s sintomas de severidade do estresse ndo sao positivamente associados
com as concentra¢cdes dos ions salinos nos tecidos das plantas, mas sim com as
concentragcées no meio radicular externo.

Os principais efeitos do estresse salino nas plantas estéo ilustrados na.Figura 2
Silveira et al. (2010) relatam como a aclimatacdo a salinidade, que pode ocorrer na
presenca de niveis moderados de sais ou nos genotipos mais resistentes, constitui um
processo complexo que envolve o surgimento de uma nova homeostase metabdlica
envolvendo alteragdes hormonais no metabolismo celular e na expressao génica. A
consequéncia mensuravel causada pelo excesso de sais ha primeira fase do estresse é a
rapida e intensa reducgédo na taxa de crescimento, principalmente da &rea foliar. Por muito
tempo, e ainda presente nos dias de hoje, a explicacdo geral para essa resposta fisiologica
€ dada pela modulacédo no crescimento associada com a diminuicdo na expanséao da parede
celular (reducao na pressao de turgescéncia).

Ja em nivel bioquimico, ainda ndo existe na literatura um modelo teérico capaz
de explicar a rapida modulacéo exercida pelo excesso de sais (no meio radicular) sobre o
crescimento. E possivel que essa resposta envolva uma cadeia de sinalizacdo molecular
(moduladores e proteinas), ativacdo e expressao de genes ligados as proteinas do ciclo
celular (ciclinas), modulando a sintese proteica e a divisdo celular, com participacéo de
horménios. Portanto, a modulagdo no crescimento, exercida pela salinidade moderada,
deve-se a uma nova homeostase ditada por menores taxas de crescimento associadas,
principalmente com menor fotossintese (SILVEIRA et al., 2010). Nessa fase, as reacfes
bioquimicas ocorrem normalmente, porém com menores velocidades.

Dessa maneira, afirm-que os efeitos da salinidade sdo “silenciosos”, pois as
plantas, nessa fase do estresse, frequentemente ndo exibem sintomas de toxicidade ou de
injurias, nem de desbalanco nutricional ou desidratagéo visivel (SILVEIRA et al., 2010).
Frequentemente, em condicdes de baixo nivel de salinidade, torna-se dificil, nas

condicbes de campo, diagnosticar os efeitos e sintomas da salinidade.
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Fonte: Silveira et al. (2010).

Figura 2— Esquema simplificado evidenciando os principais efeitos do excesso de sais
causando os efeitos osmaéticos e ibnicos do estresse salino (Adaptado por Silveira et al.,
2010).

Dentre dos estudos que analisam a produtividade e qualidade dos frutos, merece
atencdo o realizado por Magan et al. (2008), os quais avaliaram o efeito da salinidade
sobre a producédo de frutos, os componentes de produedgualidade de tomate
cultivado em casas de vegetacado em condi¢cdes de clima do mediterraneo. Com o0 aumento
da salinidade, melhoraram varios aspectos da qualidade dos frutos, como: a proporcao de
frutas “extra” (alta qualidade visual), o teor de solidos soluveis e a acidez titulavel. No
entanto, a salinidade diminuiu o tamanho dos frutos, que é um dos principais
determinantes de preco. Uma anélise econdmica indicou o valor do limiar condutividade
elétrica (CE), que acima dele o valor da producéo de frutas diminuiu linearmente com o
aumento da salinidade que foi de 3,3 d5 omesmo que para a produtividade comercial.

Na analise econdmica, o valor do aumento da qualidade visual dos frutos foi compensado
pela reducéo no rendimento e menor tamanho da fruta.

Entretanto, Zong et al. (2011) avaliaram o impacto da agua de irrigacéao salina
no rendimento e na qualidade de duas espécies de cucurbitaceas chinesas, melao

(Cucumis melo cv. Huanghe) e melancia (Citrullus lanatus. cv megulaspemus) e
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verificaram que a producdo de meldo diminuiu a medida que a salinidade da agua
aumentou, assim como as concentra¢des de acido glutdmico aumentaram, embora a
concentracdo da maioria dos aminoacidos néo diferiram significativamente. De maneira
semelhante, a producdo de melancia diminuiu significativamente quando a salinidade da
agua subiu, embora o numero de frutos, firmeza, proteina de frutas e os niveis de
aminoacidos essenciais (EAA) tenham aumentado significativamente com a elevacao da
salinidade da agua. O estresse salino em ambas as espécies de cucurbitaceas resultou em
aumento do teor de solidos solliveis totais (SST) e das concentracdes, dmdianto

as concentracdes de Ta CI ndo foram afetadas significativamente. Os resultados
evidenciaram que, apesar dos rendimentos de meldo e melancia serem contidos, a
qualidade dos frutos em aminoéacidos nao foi influenciada pela salinidade da agua de
irrigacao.

A toxidez por salinidade influencian positivamente algumas caracteristicas
fisicas e quimicas dos frutos em culturas de cucurbitaceas e solanidceas em detrimento da
produtividade, provavelmente por efeito de concentracdo decorrente da menor absorcéo
de agua.

Outros pesquisadores estraha a tolerancia e a qualidade dos frutos na colheita.
Conforme relatado por Huang et al. (2012), plantas de meldo (Cucumis melo L.) cv.
Huanghemi cultivadas em teste de campo aberto em 2007 e 2008 no noroeste da China
tiveram a producao de frutos comerciais reduzida em razdo de um menor peso meédio de
frutas, enquanto a pequena redug¢do no numero de frutos por planta nao foi significativa.
O indice de colheita (IC) se elevou significativamente com o aumento da salinidade da
agua de irrigacdo. A condutividade elétrica maxima do solo saturado, sem reducao de
rendimento, ou seja, o limiar de tolerancia ao sal, foi 2,78Bara a produgdo comercial.

Acima do limiar de tolerancia ao sal, o rendimento total foi reduzido em 12,7% por
aumento unitario da salinidade do solo. Os teores de soélidos solUveis totais (SST)
aumentaram significativamente com a elevacdo da salinidade da agua de irrigacéo,
enquanto néo foi observada diferenca significativa na firmeza da polpa, apesar da
tendéncia de aumento carelevacio da salinidade. A medida que a salinidade da agua
de irrigacdo aumentou, elevee-o0 numero de sementes por fruto significativamente,
enquanto a unidade de peso diminuiu, mas ndo de forma significativa. O indice de formato
do fruto subiu significativamente com o aumento da salinidade da agua de irrigacédo; os

frutos tendeam a se tornar esféricos.
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Igualmente, a reducéo do peso médio do meldo foi encontrada por Bustan et al.
(2005). Tedeschi et al. (2011) constataram diminuig&o significativa do nimero de frutos
e decréscimo do peso médio dos frutos de meldo. Ja Botia et al. (2005) observaram
reducao significativa do nimero de frutos por planta, mas ndo do peso médio dos frutos.
Entretanto, esses estudos ndo sdo conflitantes, pois uma possivel causa da variagdo em
peso dos frutos e o numero de frutos por planta sdo a intensidade e duragéo do estresse
salino e o estadio de desenvolvimento em que a planta se encontra, em combinagcdo com
a técnica de cultivo.

Um dos estresses secundarios decorrentes da salinidade € o estresse oxidativo,
especialmente nas folhas, decorrente do descontrole metabdlico envolvendo processos
importantes como a fotossintese, a respiracao, a fotorespiracdo e o metabolismo celular
em geral. A respeito das plantas disporem de diversos mecanismos de protecao e
reparacao celular, o crescimento e a sobrevivéncia nessas condig¢oes irdo depender de um
complexo balanco envolvendo a base genética (genétipo) e o ambiente (SILVEIRA et al.,
2010). Na Figura 3, adaptado de Silveira et al. (2010), ilgstla-forma simplificada os
principais mecanismos que poderdo conferir resisténcia ao estresse salino, que induz pelo
menos trés tipos de estresses: estresse osmatico + estresse idnico + estresse oxidativo.
Para cada tipo, as plantas desenvolvem mecanismos de reparagao e protecao, que levaréo
aos novos estados de homeostase osmotica, homeostase ibnica e homeostase oxidativa.
Em razéo da eficacia de cada mecanismo de tolerancia e de novo ajustamento, poderao
ocorrer respostas positivas de sobrevivéncia e crescimento continuo (resisténcia) ou de
parada de crescimento e senescéncia da planta (sensibilidade).

Alguns estudos indicaram que a salinidade pode melhorar o conteudo
antioxidante de frutos de tomateiro (SGHERRY et al., 2007). Borghesi et al. (2011),
avaliando diferentes concentracdes de sal na acumulacéo de carotenoides, antocianinas e
cor da polpa, em genétipos de tomate com acumulo de antocianinas (Atroviolaceum e
Sun Black) e sem acumulo de antocianinas (Ailsa Craig), encontraram que os tratamentos
aumentaram as diferencas na cor das diferentes polpas. Esses resultados evidenciaram
gue o estresse salino pode promover aumentos de carotenoides no tomate em comparagao
ao tomate obtido por meio de engenharia genética. Além disso, essas alteracdes foram

acompanhadas por diferencas de cor visualmente perceptiveis em polpa de tomate.
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Fonte: Adaptado de Silveira et al. (2010).

Figura 3- Esquema geral apresentando 0s principais processos envolvidos na resisténcia
ao estresse salino.

Borghesi et al. (2011) confirmaram reducédo no rendimento da producao de
tomate de 56% e 43%, respectivamente, quando tratado em meio salino em relacdo ao
cultivado em condi¢cdes sem salinidade. Além disso, esses autores observaram que 0S
teores de sélidos soluveis totais foram mais elevados nas plantas submetidas ao
tratamento com salinidade. Segundo esses pesquisadores, iSso € interessante por varias
razbes, e uma delas é que o desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas
demorado e dispendioso, bem como é inaceitavel para muitos consumidores,
especialmente os da Europa.

Os problemas de toxicidade por salinidade frequentemente acompanham ou
acentuam os efeitos da salinidade, podendo surgir mesmo quando essa for relativamente
baixa. Os sintomas de toxicidade podem aparecer em qualquer cultura se as concentracdes

de sais no interior sdo suficientemente altas ou acima de niveis de tolerancia da cultura
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(DIAS; BLANCO, 2010). Os mesmos autgrelataram que normalmente a toxicidade €
provocada pelos ions cloreto, sddio e boro; entretanto, muitos outros oligoelementos
(ferro, manganés, zinco, cobre, molibdenio, niquel, cobalto e vanadio) sdo téxicos as
plantas, mesmo em pequenas concentragdes.

Os efeitos indiretos da toxidez por salinidade acontecem quando as altas
concentragdes de sodio ou outros cations na solucao interferem nas condic¢des fisicas do
solo ou na disponibilidade de alguns elementos, afetando o crescimento e
desenvolvimento das plantas, indiretamente (DIAS; BLANCO, 2010).

Quando no extrato de saturacdo do solo h4 teores apreciaveis de carbonato de
sédio, o pH desse podera alcancar valores elevados, havendo diminuicdo na
disponibilidade de zinco, cobre, manganés, ferro e boro e podendo provocar deficiéncia
nutricional nas plantas cultivadas nessas condicfes, principalmente se em pequenas
quantidades (DIAS; BLANCO, 2010). Portanto, o crescimento da plantaénao
influenciado diretamente pelo excesso de carbonato de sédio, mas pelo seu efeito sobre o
pH do solo.

Em geral, as alteracdes nas caracteristicas de desenvolvimento das plantas em
suas diferentes fases fenoldgicas e na qualidade dos frutos de maracujazeiro-amarelo
produzidos em solo com problema de salinidade e seca possivelmente tendem a decrescer,
pela acdo da fase idnica das plantas expostas a salinidade e seca. Dessa forma, as
alteracbes nas caracteristicas dos frutos podem estar influenciadas pelas condi¢cdes
ambientais, pelas variedades ou pelos hibridos, pelo tipo de solo, pelo tipo de conduc¢éo
da cultura e pelo estadio fenoldégico em que ocorre o estresse; entretanto, mais estudos
s&0 necessarios nesse sentido.

Atualmente, os programas de melhoramento do maracujazeiro estdao voltados
para obter materiais resistentes/tolerantes a doencas e pragas, além da produtividade e
qualidade dos frutos. E relativamente pequeno o numero de espécies silvestres de
Passiflora avaliadas quanto & resisténcia a doencas. E pouca ou praticamente nula a
avaliacdo gue visa a tolerancia aos estresses abidticos, bem como a obtencao e avaliacdo
de hibridos interespecificos de Passiflora edulis e espécies silvestres, que intentam o
desenvolvimento de cultivares tolerantes a estresses abidticos. Assim, 0 objetivo deste
estudo foi alcancar melhor compreensao dos mecanismos de tolexaitaeCl em
passifloraceas de interesse comercial, avaliando processos fisiol6gicos fundamentais em

nivel celular.
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CAPITULO 1 - EFEITO DO ESTRESSE HEDRICO-SALINO NO
CRESCIMENTO E NA DISTRIBUICAO DE MATERIA SECA EM QUATRO
ESPECIES CULTIVADAS DE PassifloraL.

RESUMO

As mudancas climaticas sdo umas das maiores ameacas ambientais a serem gnfrentada
no planetag alguns dos seus efeitos ou consequéncias sao o aumento das ondas de calor,
as inundac0des e as secas, levando diferentes tipos de plantas ao estresse abiotico, como a
seca e salinidade. Em razdo desses problemas, em algumas regides da Coldmbia e do
Brasil, a diminuicdo nos rendimentos e nas areas pode se tornar inapta para o
estabelecimento da cultura. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do estresse
hidrico e salino sobre variaveis indicadoras de crescimento em quatro espécies de
Passiflora L. O experimento foi conduzido na unidade de producdo hidroponica em
Manizales, Caldas, na Coldmbia, localizada a 2.130 m, com temperatura média externa
de 18 °C, precipitacdo média anual de 2.000 mm e umidade relativa média de 78%. Foram
estudados 11 acessos de quatro espécies de Passiflora de interesse comercial a partir de
diferentes bancos de germoplasma de diversas instituicdes. O experimento foi instalado
em delineamento de parcelas subsubdivididas, onde a parcela foi o percentual de
saturacdo de agua em relacdo a exigéncia da cultura (100%, 66% e 33%); alsubparc

foi composta por niveis de saturagédo de sal (CE: 1,5; 2,5; 4,0; e 5,5 d®eta estavam

os 11 acessos, em um arranjo completamente aleatério com cinco repeticdes, em que a
unidade experimental foi uma planta. O padréao de distribuicdo de matéria seca de raiz e
parte aérea foi modificado com o aumento do estresse hidrico e o do salino.
Determinaram-se como tolerantes a salinidade e seca os acessos mll (P. edulis f.
flavicarpa), m13 (P. edulis f. flavicarpa) e m1l5 (P. tarminiana); e medianamente
tolerantes, os acessos m2 (P. edulis f. edulis), m12 (P. edulis f. flavicarpa) e m14 (P.
edulis f. flavicarpa

Palavras chave:estresse abiotico, matéria seca, desenvolvimento vegetativo, Passiflora

Spp.
INTRODUCAO

Em 2013 registrou-se na Colébmbia area de 5.789 ha de maracuja-azedo, em que
20,7% estavam em Huila; 17,3%, em Meta; 15,5%, no Valle del Cauca; 9,5%, em
Antioquia; 9,1%em Magdalena; 7,7%, em Cesar76%, no triangulo do café (Caldas,
Quindio e Risaralda); e 17,44% foram representados por outros departamentos produtores
(AGRONET, 2015), destacando-se a importancia dessa espécie, que também esta entre
os 10 frutos de agronegdcio promissores do pais.

A agua é essencial para plantas de maracuja (P. edulis Sims), pois promove bom
crescimento, aumenta a produtividade, permite uma producédo continua e regular, com

boa qualidade de frutos (SOUSA et al., 2005). A falta de umidade provoca queda de
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folhas, flores e frutos. Especialmente no inicio do desenvolvimento dela, os frutos podem
crescer enrugados prejudicando a qualidade da prodiesg&a cultura (CASIERRA-
POSADA; ROA, 200%

A produtividade e o desenvolvimento das plantas do género Passiflora séo
acometidos pela radiagéo solar, temperatura, hora do brilho solar e perda de umidade do
solo. Fatores como estresse hidrico e condigdes extremas de salinidade (> 2,5 dS m™)
restringem o potencial produtivo do maracuja (DIAS et al., 2012). O fornecimento
frequente e adequado de agua permite floracdo e frutificacdo continua, desde que as
demais condi¢cbes ambientais sejam favoraveis. Portanto, para obter bom rendimento e
boa qualidade do fruto, a agua deve ser em quantidade adequada. Sousa et al. (2006)
verificaram que laminas de irrigacdo acima de 75% da evaporacao do tanque classe A
resultam em média mais baixa de peso e rendimento de frutos.

Segundo Casierra-Posada e Roa (2006), o termo défice hidrico define um
conceito essencialmente ecofisiolégico e relaciona-se com a limitagdo da agua nos
tecidos, o que pode ser considerado quase sinbnimo de estresse hidrice poictss
a quaisquer limitacbes de operacao ideal da planta, impostas pela pouca disponibilidade
de agua.

Dois tipos de estresses hidricos sao considerados: o que é causado pela falta total
de chuva e o provocado pela ma distribuicdo dessa durante todo o periodo de crescimento
das plantas (CASIERRA-POSADA; ROA 2006). Nos dois casos, a producao agricola é
seriamente afetada. As mudancas climaticas globais antropogénisagendmenos
climaticos como o "El Nifio" (Fendmeno do Pacifico) sao tipicos representantes que
induzem a distribuicdo anormal de chuvas em regifes agricolas. Quando esse fenbmeno
ocorre nas regides colombianas das Caraibas Ardtes, com excecdo do Magdalena
Médio, apresenta-se reducdo dos valores de precipitacdo no volume acumulado durante
o periodo de permanéncia do fenbmeno, de perto ou acima de 20%. Em regides como
Guajira, norte de Cesar, alguns municipios do Atlantico, Bolivar, Sucre, Cérdoba,
triangulo do café, Santander e Cundinamarca, todas na Colombia, apresentam reducdes
na precipitacdo bem acentuadas, com valores iguais ou superiores a 60% de reducao da
precipitacdo normal (PABON; TORRES, 2007). Algumas das regides interferidas pela
seca induzida pelo "El Nifio" sdo areas produtoras de passifloraceas, o que prejudica a
producéo, pois essas plantas ndo possuem tolerancia sufisentalicdes de estresse

hidrico. Desse modo, pode se considerar que as flutua¢des na distribuigdo de precipitacao,
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causadas pelo aquecimento global, podem aumentar o risco de que as plantas sejam
expostas a seca repetidamente.

Os solos salinos séo definidos como aqueles adversamente modificados para o
crescimento da maioria dessas espécies devido a presenca de sais soluveis, sodio trocavel
ou ambos na zona radicular (SOIL SCIENCE SOCIETY OF AMERIGGSSA 2008).

Os solos afetados por esses sais s8o comuns nas regides aridas e semiaridas por causa da
baixa precipitacdo e alta evaporacdo (FARA et al., 2010). A salinidade pode
influenciar a absorgédo de €& K, dependendo da espécie e do nivel de salinidade (NIU

et al., 2010). Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do estresse hidrico e salino
sobre variaveis indicadoras de crescimento em quatro espécies cultivadas de Passiflora.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre os meses de fevereiro e setembro de 2015,
nas condi¢cdes hidropdnicasn casa de vegetacdo do setor Sistemas de Producao
Hidroponica, do Departamento de Producédo Agropecuaria, da Universidade de Caldas. O
municipio de Manizales situa-se no triangulo do café, ao centro do Estado de&Paldas,
coordenadas 5°03°23.31°’N e 75°29°41.56°0, altitude de 2.130 m, com temperatura
média externa de 18 °C, precipitacdo média anual de 2.000 mm e humidade relativa média
de 78%.

Foram avaliados 11 acessos elites de quatro espécies de Passiflora de interesse
comercial (ANEXO C), previamente avaliados, caracterizagloselecionados em
diversas regifes produtoras da Colémbia, com base no programa de melhoramento de
Ocampo et al. (2013), e procedentes de diferentes bancos de germoplasma de diversas
instituicbes (Tabela 1). O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, no arranjo de parcelas subsubdivididas, onde a parcela foi o percentual de
saturacdo de agua em relacdo a exigéncia da cultura (100%, 66%); & 38%parcela
foi composta pelos niveis de saturacéo de sal (CE: 1,5%8,5dS m, 4 dS mt e 5,5
dS m') e em cada subsubparcela constavam os 11 acessos de Passiflora em arranjo
completamente aleatério com cinco repeticbes, em que a unidade experimental era

composta por uma planta.
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Tabela 1- Acessos de Passiflora comerciais de diferentes bancos de germoplasma na
Colémbia selecionados para avatia estresses abidticos (salinidade e seca)

Espécie Ntmero de Procedéncia Identificacéao
acessos
P. edulis f. edulis 1 Coldombia-UNAL m2-Cumbia2014
P. maliformis 1 Colémbia-UNAL m3-Cholupa2014
P. edulis f. flavicarpa 8 Colémbia-UNAL m4-Calfla04/2014
Colombia-UNAL m6-Caufla01/2014
Coldombia-UNAL m7-Tolfla02/2012
Colombia-UNAL m9-Atlafla01/2011
Colémbia-UNAL m11-Valfla10/2010
Coldombia-UNAL m12-Valluna/2014
Colombia-CIAT m13-Huifla07/2014
Coléombia-UCAL m14-Calfla01/2015
P. tarminiana 1 Colémbia-UCAL m15-Calmol01/2015
TOTAL 11

De cada acesso, foram semeadas 240 sementes, que germinaram em bancada

hidroponica,

utiizandse casca de arroz como substrato,

que era mantido

permanentemente imido até o momento do transplante. Depois de 15 dias da germinacéo,

54 mudas foram selecionadas de cada acesso para assegurar maior uniformidade possivel

do sistema radicular.

Subsequentemente, as plantas foram transferidas para bancadas hidropdnicas de

6 m de comprimento e 1,2 m de largura para garantir a lamina de irrigacédo de agordo ¢

0s tratamentos (porcentagem de saturacdo de agua de 100%, 66% e 33% e niveis de
saturagdo de sais CE: 1,5 dS;@,5 dS i, 4 dS m' e 5,5 dS m), de acordo com o

delineamento experimental. Foi utilizado o sistema de conducédo em espaldeira vertical,

com fio de arame galvanizado numero 12, distando 2 m do piso da bancada hidrop6nica

da casa de vegetacdo. As mudas foram conduzidas em haste Unica, com desbrota dos

ramos laterais, semanalmente. Quando as hastes ultrapassaram o fio de arame em 20 cm,

essas foram curvadas para baixo, formando uma algca. Foram mantidos os ramos

secundarios e terciarios (Figura 1).

22



Figura 1- Aspecto geral do experimento no momento de transplante (A) e aos trés meses
(B), apos o plantio, Universidade de Caldas/Manizales, Caldas, Colémbia.

Foi utilizada a solugcdo nutritiva universal de Hoagland e Arnold (1950)

modificada, composta p#iH2PQs; KNO3; MgClz. 6H.0; MgSQ.. 7H:0; CaCh. 2H:0;

CaSQ. 2H,0; NaNQ; NHsNOs; Fe-EDTA; HBOs; ZnSQ. 7HO; CuSQ. 5H0;

MnCl,.. 4H0; e NaMoQ. 2H.O (ANEXOS A e B. Para garantir a salinidade do
tratamento, cada solucao foi levada a um valor de CE: 1,5%8,5dS t; 4 dS m!; e

5,5 dS mt, com a adigdo de cloreto de sodio de nivel reativo (99,9% de pureza). Para
avaliar a interacdo entre a porcentagem de saturacdo de agsalieidade, foram
adicionados aos diferentes tratamentos de condutividade elétrica (1,5 8% miS n;

4 dS m%; e 5,5 dS m) as porcentagens de agua de 100%, 66% e 33%, para cada uma das
unidades experimentais dos acessos que foram avaliadas.

Foram avaliadas semanalmente as seguintes varidveis até os 116 dias apds o
transplant¢DAT): o diametro do caule: medido com paquimetro digital de 0,001 mm de
precisao, o diametro foi medido na regido localizada a 3 cm acima do colo da planta e os
resultados sdo expressos em milimetros (ramjura da planta: estimada a partir dos 15
DAT, usando a régua de 1 mm de precisdo ponderada do colo até o apice da planta; os
nameros de nés e folhas: avaliados por contagem direta; a area foliar (AF): cosesidera-
gue a morfologia da folha pode ser modificada entre as espécies, de oblongo-ovadas a
trilobadasA metodologia seguida de medicédo n&o destrutiva da area foliar foi a proposta
por Morgado et al. (2013) e Casierra-Posada et al. (2007), em que foram medidos o
comprimento da nervura principal (L) e a largura entre os extremos (A), nas espécies com

folnas completas (né&o lobuladas). Em espécies com mais de um lobulo por folha,
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mediramseo comprimento da nervura principal (L) e a maior largura entre a extremidade
distal dos I6bulos da extremidade (A), cosedlustra na Figura 2. Essas medi¢des foram
feitas usando uma régua com precisdo de 0,1 cm. O produto de L x A foi a variavel
independente na equacgio y = 0.596944x - 0.00682149412692. 16x3 (R 0,99 **)
(CASIERRA-POSADA et al.,, 2007); e o peso seco total da planta, a distribuicdo da

matéria seca em diferentes 6rgdos e a razao raiz: parte aérea.

Fonte: Adaptado de Morgado et al. (2013) e Casierra-Posada et al. (2007).

Figura 2—- Partes medidas nas folhas de passiflorAdceas para determinar o comprimento
da nervura principal (L) e a maior largura da folha (A).

Na classificacdo de diferentes gendtipos quanto a tolerancia a salinidade usa-se
o indice de Eficiéncia de Producio de matéria seca (IEP). Esse indice pode ser calculado
como descrito a seguir (FAGIERA et al., 2010):

IEP = (PANS / PMANS) x (PBNS / PMBNS)

em que IEPé indice de Eficiéncia de Producdo de matéria SB&NS, producéo de
matéria seca com alto nivel de saliniddMANS, producdo média do experimento com
alto nivel de salinidadePBNS, producdo com baixo nivel de salinidade; e PMBNS,
producdo média do experimento com baixo nivel de salinidade.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com um nivel de confianca
de 95%. A analise de regressao para cada uma das variaveis quantitativas avaliadas foi
realizada usando o pacote estatistico SAS (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEMS,

2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de crescimento foram acometidos em geral pelas diferentes
condicOes de estresse abiotico, evidenciando um efeito mais negativo com a condicao de
estresse hidrico com umidade de substrato com 33% (Tabela 2). Na analise de interagédo
entre os tratamentos de umidade e salinidade ndo houve interacdo significativa entre o
fator umidade e salinidade ao (p < 0,05). Assim com a disminuicao de agua da planta,
suas ceélulas tipicamente contraem-se e as paredes afrouxan (TAIZ; ZEIGER, 2004). Esse
decréscimo de volume celular resulta em presséo de turgor menor e na subsequente
concentracdo de solutos na célula. As atividades dependentes do turgor como a expansao
foliar, alongamento radicular e parametros de crescimento, sdo mais sensiveis aos déficits

hidricos.

Tabela 2- Influéncia da umidade e salinidade em altura (cm), do diametro do caule (mm),
do nimero de nés, da area foliar, fsnaos 150 DAT em 11 acessos de passifloras em
Manizales, Caldas, Colombia

. Altura Diametro do caule , . Area foliar
Condicao Numero de nos
(cm) (mm) (cm?

Umidade (%)
100 216,77a 6,87a 22,97a 86,85a
66 143,22b 5,38b 18,78b 73,28b
33 60,43c 4.37¢c 13,36¢ 51,26¢
Salinidade (dS M
1.5 312,86a 9,11a 28,92a 95,99a
25 128,48b 5,35b 17,91b 64,46¢c
4.0 128,45b 5,31b 18,41b 71,37b
55 128,87b 5,20b 16,71c 72,21b

CV 29,41 14,74 15,93 21,90

*Os valores seguidos por letras diferentes diferem significativamente (P <@&@&ordo com o teste de Duncan.

A altura das plantas dos acessos m2, m3, m4, m6, m7, m9, ml11l, m12, mil3 e
m14 de P. edulis f. flavicargaram reduzidas com o aumento das condigOes de estresse,
com diferencas notaveis nas condi¢cdes de défice moderado (66%) e forte (33%) de agua
com desproporcdo de aproximadamente 75% (Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12

respectivamente).
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Figura 3- Regressao linear dos parametros de crescimento, do acesso m2 (P. edulisénedulis)
estresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, ap0s transplante (DAT)izalasMa
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de 66%;G. Salinidade de 4,0 dS*he umidade de 33%. Salinidade de 5,5 dS*he umidade

de 100%]. Salinidade de 5,5 dShe umidade de 66%:;k Salinidade de 5,5 dShe umidade

de 33%.
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Figura 4- Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso m3 (P. njaéformis
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Figura 5- Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso m4 (P. edulis f. flavicarpa
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Caldas, Colémbia. indice do coeficiente estatistico de determinafipgR os acessos em
estudo’A. Salinidade de 1,5 dShe umidade de 10098. Salinidade de 2,5 dShe umidade

de 100%C. Salinidade de 2,5 dShe umidade de 669R). Salinidade de 2,5 dS*he umidade

de 33%;E. Salinidade de 4,0 dShe umidade de 1009%:. Salinidade de 4,0 dShe umidade

de 66%;G. Salinidade de 4,0 dS*he umidade de 33%;. Salinidade de 5,5 dShe umidade

de 100%j. Salinidade de 5,5 dS*he umidade de 66%;X Salinidade de 5,5 dS*he umidade

de 33%.

28



240 = =3 Acesso (*)
C 1 — (A)
200 |~ q ——(B)
% 160 |- ] = 28;
S 120 g =8
i [ 5 S ¥= (F)
80 - g4 ——(©)
- = e (h)
40 - . (O]
= i )
(o =2 " ) =
36 56 76 96 116
DAT
o OFE ' 9 Condigao (¥)
E L m6 4 ——(A)
E g L R?*=89,76% J ——(B)
,% & 1 ==—=(€)
S 6L i —o
3 - 1 —©®
£ a4 o ==iF)
5} < . —— (G)
& f 1 —®
a 2f - 0)
ik 1 e
O =, ) g [ .
36 56 76 96 116
DAT
24 76 ¢ . ] Condigf)o *)
f R2= o g 1 ==
s 20F R2=92.91% 3 — @&
= £ 4 —s—(C)
—§ 16 - -1 —— (D)
= C 4 ——(E)
£ "2 1 —®
Z 8 - = R G)
e st = .
4 Ege = Q)
X 1 —— )
0k, ) ) ) ]
36 56 76 96 116
120 &= = Condigao (*)
= 100 | i — E’g‘;
8 F 1 ——(©)
R 71 —— (D)
2 E 1 — @®
s OF e =
< 40 - 1 T W
20 5] Q)
I 1 — )
=, ; ; : i
36 56 76 96 116
DAT

Figura 6- Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso m6 (P. edulis f. flavicarpa
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Figura 7- Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso m7 (P. edulis f. flavicarpa
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Figura 8- Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso m9 (P. edulis f. flavicarpa
emestresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, apoés transplante (DAT), em Manizales,
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Figura 9— Regressado linear dos parametros de crescimento, do acesso mll (P. edulis f.
flavicarpg em estresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, apés transplante (DAT), em
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Figura 10— Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso ml12 (P. edulis f.
flavicarpa) em estresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, apasterdDgdly em
Manizales, Caldas, Colémbia. indice do coeficiente estatistico de determinajgmargR os
acessos em estuddé. Salinidade de 1,5 dShe umidade de 100%; B. Salinidade de 2,5 dSm

e umidade de 100%; C. Salinidade de 2,5 dSsramidade de 66%; D. Salinidade de 2,5 dSm

e umidade de 33%; E. Salinidade de 4,0 drmamidade de 100%; F. Salinidade de 4,0 48m
umidade de 66%; G. Salinidade de 4,0 dSenwumidade de 33%; H. Salinidade de 5,5 d®m
umidade de 100%; I. Salinidade de 5,5 dSenumidade de 66%; e J. Salinidade de 5,5H8m
umidade de 33%.
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Figura 11— Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso ml13 (Pf. edulis
flavicarpa) em estresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, apasterdDgdiy em
Manizales, Caldas, Colémbia. indice do coeficiente estatistico de determinajgmarR os
acessos em estud@é. Salinidade de 1,5 dShe umidade de 10098. Salinidade de 2,5 dStn

e umidade de 100%;. Salinidade de 2,5 dS*he umidade de 669R). Salinidade de 2,5 dSin

e umidade de 33%. Salinidade de 4,0 dShe umidade de 1009 Salinidade de 4,0 dSin

e umidade de 66%3. Salinidade de 4,0 dS*he umidade de 33%:. Salinidade de 5,5 dShe
umidade de 100%; Salinidade de 5,5 dS*he umidade de 66%;k Salinidade de 5,5 dShe
umidade de 33%.
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Figura 12— Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso ml1l4 (P. edulis f.
flavicarpa) em estresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, apasterdDgdiy em
Manizales, Caldas, Colémbia. indice do coeficiente estatistico de determinajgmarR os
acessos em estuddé. Salinidade de 1,5 dShe umidade de 1009&. Salinidade de 2,5 dSh

e umidade de 100%;. Salinidade de 2,5 dS*he umidade de 669R). Salinidade de 2,5 dSin

e umidade de 33%. Salinidade de 4,0 dShe umidade de 1009 Salinidade de 4,0 dSin

e umidade de 66%3. Salinidade de 4,0 dS*he umidade de 33%. Salinidade de 5,5 dShe
umidade de 100%; Salinidade de 5,5 dS*he umidade de 66%;k Salinidade de 5,5 dShe
umidade de 33%.
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Para os acessa9 e m7, mostrou-se maior altura em condi¢des de 5,5U& m
100% de umidade (Figuras 8 e 7, respectivamente). E possivel haver diferencas dos
efeitos de salinidade entre espécies de plantas, entre gendtipos de uma mesma espécie e
entre estadios de desenvolvimento de um mesmo genotipo (SUN et al., 2009; YAO et al.,
2010; SUZUKI et al., 2016). Diferente dos resultados obtidos no presente estudo,
Calvacante et al. (2002), ao submeterem o maracuja-amarelo a niveis crescentes de
salinidade da agua de irrigacéo, em diferentes volumenes de substrato, na fase inicial de
crescimento (30 dias ap0s a emergéncia), verificaram ter sido afetada a altura das plantas
pela condutividade elétrica da 4gua; entre as plantas irrigadas com condutividade elétrica
de 0,5 ate 6,0 dS tfoi constatada reducéo de 124 for unidade de CEa.

A grande diferenca entre as condicbes desta pesquisa e as realizadas por
Calvacante et al. (2002), é que esses astitivaram as plantas em recipientes com
dois volumes de substrato de 0,34 e 1,41 litro. O volume do substrato neste experimento
foi maior, permitindo maior crescimento do sistema radicular, as plantas cultivadas em
maior volume de sustrato sdo menos afetadas pela salinidade, devendo ser considerado,
também, o periodo de tempo em que estiveram expostas a maior concentracao de sais.

Percebeu-se como o comportamento do acesso ml1l5 (P. tarminiana) nas
diferentes condi¢fes de estresse abiodtico € semelhante nas condi¢cdes 6timas de umidade
(100%) e condutividade elétrica (1,5 dS)re nas condi¢des extremas de umidade (33%)

e condutividade elétrica (5,5 dSYr(Figura 13).

Cavalcante et al. (2002) concluiram que a salinidade da agua inibe a germinacao
das sementes de maracuja, 0 crescimento e o desenvolvimento das plantas,
principalmente em menor volume de substrato. Esses autores verificaram que os efeitos
da salinidade foram mais agressivos sobre o crescimento em altura, diametro do caule,
area foliar e biomassa das plantas que na germinacdo das sementes e que a irrigacao com
agua de salinidade superior a 1,0 d$ ndio possibilita a producdo de mudas com

qualidade para cultivo.
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Figura 13- Regresséo linear dos parametros de crescimento, do acesso m15 (P. tarminiana) em
estresse por salinidade e seca, dos 18 até os 120 dias, ap0s transplante (DAT)izalasMa
Caldas, Colémbia. indice do coeficiente estatistico de determinafipgR 0os acessos em
estudo’A. Salinidade de 1,5 dShe umidade de 10098. Salinidade de 2,5 dShe umidade

de 100%C. Salinidade de 2,5 dShe umidade de 669R). Salinidade de 2,5 dS*he umidade

de 33%;E. Salinidade de 4,0 dShe umidade de 1009%:. Salinidade de 4,0 dShe umidade

de 66%:;:G. Salinidade de 4,0 dShe umidade de 33%j. Salinidade de 5,5 dS*he umidade

de 100%]. Salinidade de 5,5 dShe umidade de 66%:X Salinidade de 5,5 dShe umidade

de 33%.
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Os diametros dos caules dos acessos m2 (P. edulis f. edulis), m3 (P. maliformis)
m4, m6, m9, ml1ll (P. edulis f. flavicarpa) em geral sofreram redegéestresse
moderado de agua (66% umidade) e forte (33% umidade), com diferencas proximas a
50% (Figuras 3, 4, 5, 6, 8 e 9 respectivamente). Para o acesso m15 (P. tarminiana),
mostrou-se maior didmetro do caule em condi¢cdes de 5,5'd8 66% de umidade
(Figura 13. O acesso m9 e m12 (P. edulis f. flavicarpa) evidenciaram leve diminuicéo
no diametro do caule em condi¢des de 5,5 88rm00% de umidade.

De acordo com Filho et al. (2010), o diametro do caule da planta é indicativo do
vigor. Portanto, o uso de variaveis de crescimento da planta como altura da planta e
diametro do caule esta diretamente relacionada ao rendimento (COELHO; SIMOES
2010). Segundo Lima et al. (2012), o vigor e a incidéncia de doencas podem esr fator
favoraves na escolha de genitores mais apropriados para cruzamentos. Na avaliacdo de
oito hibridos de maracuja, Meletti et al. (2000), descobriram que havia uma relacéo direta
entre o vigor vegetativeo aumento do niumero de flores. Os mesmos estoncluiram
gue a contagem do numero de flores apontava para a superioridade dos hibridos, que
foram mais vigorosos; aqueles com menos vigor vegetativo foram responsaveis por
menos flores.

As plantas que apresentam maior vigor, possivelmente, vao ter melhor absorgéao
e translocacao de agua e nutrientes e aumento da producao de substancias promotoras do
crescimento, desejado para melhorar caracteristicas em porta-enxertos de maracuja
(SALAZAR et al., 2015).

O ndmero de noés nos acessos m3 (P. maliformis), m4, m6, m11, m12, m13, m14
(P. edulis f. flavicarpa) nas condicdes de estresse abidtico caiu aproximadamente 66% a
partir das condicfes 6timas de umidade e condutividade elétrica (Figuras 4, 6, 9, 12 e 13,
respectivamente). Os acessos m7 e m9 (P. edulis f. flavicarpa) ndo evidenciaram queda
consideravel em nos nimeros de nés em condi¢cdes de 5,5 @S38% de umidade
(Figuras 7 e 8, respectivamente).

Os acessos m2 (P. edulis f. edulis), m3(P. maliformis), m4, m11, m13, m14 (P.
edulis f. flavicarpa) mostraram reducao cerca de 70% da area foliar (RBgdrds 9, 11
e 12, respectivamente). Contrariamente, os acessos m9 e m12 (P. edulis f. flavicarpa) em
condi¢Bes 5,5 dS ™ne 100% umidade ndo evidenciaram diminuicdo comparado com as
condigdes 6timas de crescimento (1,5 dSem00% umidade), ja os acessos m6, m7 (P.
edulis f. flavicarpa) e m15 (P. tarminiana) em condi¢bes de 5,5 H8® 400% de

umidade mostraram uma queda leve.
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Estudo de Calvacante et al. (2002) sobre o crescimento de maracujazeiros em
ambiente protegido, irrigado com niveis diferenciais de salinidade verificou ser a area
foliar a variavel mais afetada. Os mesmos astoelatam que independentemente da
cultivar, a diminuicdo do volume do substrato e o aumento da salinidade da agua de
irrigacdo resultaram em declinio marcante da area foliar, com maior significancia as
plantas desenvolvidas no substrato de menor. A reducdo da éarea foliar, muitas vezes, é
reflexo de estresse no ambiente radicular e pode provocar desequilibrio fisiolégico nas
plantas em geral. Como na maioria das plantas cultivadas, no maracujazeiro, a menor
expansao das folhas resulta em baixa eficiéncia fotossintética, desequilibrio na absor¢éo
e translocacao de nutrientes, prejuizos a dindmica de funcionamento dos estématos e na
sintese de auxinas para o crescimento, retardamento na emissao dos botdes florais e, com
efeito, queda na qualidade fitotécnica das mudas (DIAS, 2012).

Casierra-Posada e Roa (2006) constataram que o desenvolvimento vegetativo
das plantas de P. Ligularis Juss foi negativamente influenciado pelo estresse hidrico, com
diminuicao da area foliar e do numero de folhas. Gomes et al. (2012) relataram que dois
cultivares de maracuja diferiram na plasticidade de sua resposta a seca e reidratacédo e
também que em condi¢cdes de seca as plantas FB300 apresentaram vantagem sobre as
plantas FB200, em relacdo a estabilidade e eficiéncia de uso da energia.

Carr (2013) demonstrou em um experimento de casa de vegetacdo na Australia
como o estresse hidrico até mesmo leve (potencial de agua no solo de -0,01 MPa) pode
reduzir todos os aspectos do crescimento vegetativo dos hibridos de maracujazeiro,
incluindo o nimero de nos e folhas. Freire et al. (2011) verificaram que a irrigagdo com
agua com condutividade elétrica de 4,5 dSans 150 dias apos o transplante reduziu o
crescimento da planta, comparado ao tratamento-controle com agua normal (8)5 dS m
Contrariamente, Soares et al. (2008) compararam as respostas de maracuja com irrigacao
suplementar com agua salina para cinco niveis de condutividade elétrica variando de 0,2
a 5,0 dS nt. Ao longo de um periodo de 10 meses, ndo houve efeitos adversos
perceptiveis em qualquer um dos atributos de crescimento medido, incluindo o
desempenho.

De acordo com Casierra-Posada e Roa (2006), a diminuicdo do niumero de nés e
folhas e, por conseguinte, a da area foliafieeassociadaao mecanismo de adaptacao
de plantas ao estresse hidrico, a fim de economizar a transpiragdo. Além disso, os
estbmatos fecham em resposta das plantas quando expostas a seca para reduzir a perda de

agua. Esse fechamento reduz a transpiracdo, mas a custa de reducdo na tomgda de CO
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levando & menor taxa de fotossintese (RODRIGUEZ-PEREZ, 2006). O mesmo autor
relatou como a toxicidade, em razdo da absorcdo excessiva de sodio e cloro, produz
clorose marginal da folha, havendo diminuicdo da area fotossintética, que determina
reducdes na fotossintese liquida, como resultado de aumento na respiracdo dos 6rgaos da
planta. A respiragdo de manutencao eleva os requisitos para produzir os carboidratos
necessarios para o transporte de ions de enarg@npartimentalizacdo de ionsae
reparacao de danos celulares. Outros efeitos de toxicidade de sais sdo a diminuicdo da
sintese de proteinas, diminuicdo da condutancia estomatica, sintese da parede celular e
expansao das células.

A reducdo da transpiracdo por meio dos estdmatos € uma resposta fundamental
regulada pelo acido abscissico (ABA) nas plantas expostas ao estresse. O fechamento dos
poros estomaticos nas folhas € um mecanismo em que as plantas superiores regulam o
equilibrio de fluidos. Os estdbmatos contém células-guarda, que regulam a abertura dos
poros estomaticos e respondem a mudancas nos niveis de agua. O fecho estomatico
induzido pelo ABA é mediado pela reducdo da pressédo de turgescéncia das células-
guarda, que requerem o efluxo deeKCl, a remocao de sacarose e a conversao de acido
malico em malato e HO ABA ativa um canal de entrada de calcio, causando aumento
na concentracdo de Cano citosol das células-guarda, inibicdo dos canais de entrada de
K™ e ativacdo dos canais de saida deTKido isso leva a aumento do potencial hidrico,
saida de agua e perda de turgéncia das células-guarda, levando ao fechamento dos
estomatos (PANDEY; ASSMANN, 2004; RODRIGUEZ-PEREZ, 2006).

Percebeu-se que a salinidade e a seca podem afetar o cultivo de passifloraceas
reduzindo o crescimento e a produtividade. Da mesma forma, as pesquisas atualmente
desenvolvidas na cultura do maracujazeiro procuram compreender os efeitos da
salinidade e da seca no desenvolvimento das plantas nas diferentes fases fenoldgicas da
cultura. As pesquisas em um programa de melhoramemtoondicbes de estresse
abiotico, com énfase na secax@& salinidade, ainda sdo incipientes e, portanto, mais
estudos sdo necessarios.

A osmorregulacéo celular confere as plaatzapacidade de tolerar as condicdes
de falta de agua @e salinidade alta, com a expressdo de mecanismos adaptativos que
impedem a reducéo da fotossintese, as alteracfes na translo@adé&tribuicdo de
fotoassimilados e queda de rendimento. Esses eventos tém importancia significativa no
crescimento e desenvolvimento normal da planta e, consequentemente, na produtividade

das culturas.
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O peso seco total por acesso diminuiu em torno de 21,2% em condi¢cbes de
estresse hidrico (33% de umidade) e salino (5,5 d% exceto o acesso m15, que
apresentou acumulo de matéria seca superior aos outros acessos avaliados em condicdes
semelhantes de estresse maximo (33% de umidade e 5,%)dSaondicdes Otimas de
umidade e condutividade elétrica (100% e 5,5 d'$. Motou-se mudanca no padrdo de
distribuicdo de matéria seca da parte aérea e do sistema radicular, em que a matéria seca
radicular foi maior, com o aumento do estresse (FiguyaleVido a que a razdo da
biomassa de raizes e da parte aérea parece ser governada por um balanco funcional entre
absorcdo de &gua pelas raizes e fotossintese pela parte aérea, ou seja, a parte aérea
continuara crescendo até que a absorcdo de agua pelas raizes torne-se limitante;
inversamente, as raizes crescerdo até que sua demanda por fotossintatos da parte aérea
igualaseao suprimento. Esse balanco funcional se o suprimento hidrico decrescer.

Estudo realizado com P. edulis (STAVELEY; WOLSTENHOLME, 1990)
apresentam reducado no teor de matéria seca nas folhas, no caule e nas raizes quando as
plantas foram expostas ao estresse hidrico. Casierra-Posada e Roa (2006) concluiram que
a exposicao de P. ligularis a seca levou a uma diminuic&o significativa na area foliar, no
namero de folhas por planta e no comprimento dos ramos. Entretanto, a razdo raiz, parte
aérea com base no peso seco e 0 peso especifico das folhas, aumentaram com a elevagao
do estresse hidrico em plantas. O padrao de distribuicdo de matéria seca de folhas, ramos,
caule e raizes foi alterado com a seca. Lizarazo et al. (2013), para deterehitar de
manganés (Mn), zinco (Zn) e boro (B) sobre a distribuicdo da matéria seca (MS) em P.
tripartidas var. mollisima na fase vegetativa, observaram que foi evidente restricdo na
matéria seca em todos os niveis de cada um dos elementos, com o nivel de deficiéncia
mais limitante. Evidenciou-se comportamento na distribuicdo de massa seca do sistema
radicular com aumento entre 1 e 14% para todos o0s tratamentos, em comparacao ao
controle. O efeito negativo do déficit hidrico se reflete na diminuigdo do crescimento da
parte aérea, uma vez que boa parte dos fotoassimilados sao investidos no crescimento do

sistema radicular.

41



10 1,60 10 3 1,60
m.
? 1,90 ? 1,00
8 8
120 120
< 6 - g § P
g s o ==FSTonl 3 o0 "mmPSToml
c —n 2 ‘ S Rz
4 N
o 0,60 PS parte aérea § - 0,60 PS parte aérea
&y —psRPSA 3 ——PSRIPSA
0.40 = T o0 SRIPS
0 oo § - L L b op s i
w3(A)  miB) m3C) mdD) wdE) mI) mG) m3H) w3 md()
10 1,60 10 1,60
s {m6 \
2 140 10
s 8
120 1,20
CH | I | %" . o
e
D s a0 ™==PS Toul E . 00 "mPS Toal
= ! =S Raiz £ x s PS Raiz
2 4 | 2 4 a0 ”
4 ‘ 060 PS parte sére § % r 2 PSparte aétea
i g 3 2 ——PSR/PSA
| ‘ a0 PSS ) P ‘ i 0 RPSA
I L PR TR R O TR RN RN T U | ! R,
miA)  mHB)  mAC) miD) mAE) miE) G mid)  md mio) me(A) mb(B) mb(C) méD) m6E) ) wEG) me(H) meT)  me()
10 | ‘ 160 10 160
, m7 | , 'm9
140 1,40
8 8
120 120
ch " E | "
g 8 or
3 ogo ™=PSToml 2 ¢ A | gm =—rsTonl
& @
e m—PSRiz o s PS Raiz
2+ 2 4
3 ~ 0,60 PS parte aére K 5 0,60 PS parte aérea
B B ——PSR/PSA % ——PSRIPSA
- 0,40 ot _ 040
& |- z 2 z
1 Lx ‘ & 0,20 " w L L - = 0,20
, L - ek b ome kLo L L b,
W) WE) wiC) w0 wE) wE  wi@ Wi wi) w mA) mIB) mOC) wID) wIE) mOF) WG mOH) wHE  mo)
10 ; 160 10 . i 160
mll mi2
o 1490 ¢ 140
L s
120 120
& 1,00 = 100
E e 1S
g s 0 ¥ g ==PSToml 8 ¢ 00 "=PS Toul
b 3 m—rsRaz o =P Raiz
2 4
g 5 060 PS pate aéres & 1 = 0,60 PS parte acrea
&~ 3 1 ‘ —psmpsa 3 ‘ ——PSRFSA
0,40 - 040
: L bl b b, L | LBk,
mliA) wiE) miC) miD) miE) @lE miGe) mlEH wi@) milo) o, M) EEB) mIXC) mD) mE) mRE A0 Wm0 m
10 1,60 1
mi3 mil4
o {45 1 140
& 81
120 ) 20
= c) )
N | L 8, 5%
- 8
8 s T om ==psToml 8 s o0 "mPS Toual
9' —rsRi o —S Raiz
4 244
2 | 080 PSpm“zmé ) 080 PS pante aérea
- 3 ——PSRPSA
3 | - PSR/PSA o
2 - - N z
‘ L L L 81 SIS R AN K Sy R
. L e b ok oe ol B - R,
mi3A) mI3B) m3C) m3D) mE) mAF  mI¥G) mIE)  mid0)  m3e) sli)) alif) al€) aliP) =lE) allF) =l4E) =lE) =l =UGH
10 mis 160 Acceso
—r e >+
¢ 140 15 dSm! 25 dsmt 40dsm? 53dsmt
3 100% 00% e 3% 0% 6% 3 100% 6% 3%
= 120
el B i
= 100
g .
- —S Raiz
24
8 o0 PS parte airea
o ——PSRPSA
020
1 0
0 ! } } + 000
mlsd) mi3E) wSC) WD) WE) mE W) mE =m0 w0
Acceso
15dSm? 25dsm’? 40d5mt 55dsm?
100% 00% 66% 3% 00% 6% 100% d

Figura 14- Matéria seca total, raiz e parte aérea (folhas + caule), em gramas, desb$ dees
passifloras em estresse por salinidade e seca, aos 60 dias, apés transplana(Men)zales,
Caldas, Colémbia. indice estatistico: colunas s&o as meias + desvio-padréo (n=B&pmsas
comparadas pelo teste de Fisher, da diferenga minima significativa (LSD, P<0,05). *Bifereng
significativa com grupos de controle (condicdes 6timasBalinidade de 1,5 dShe umidade

de 100%38B. Salinidade de 2,5 dShe umidade de 100%;. Salinidade de 2,5 dShe umidade

de 66%:D. Salinidade de 2,5 dShe umidade de 33%. Salinidade de 4,0 dS*he umidade

de 100%F. Salinidade de 4,0 dShe umidade de 66%5. Salinidade e 4,0 dS-Hre umidade

de 33%;H. Salinidade de 5,5 dS*he umidade de 100%; Salinidade de 5,5 dShe umidade

de 66%; €. Salinidade de 5,5 dShe umidade de 33%.
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As modifica¢des no sistema radicular acontecem por causa do volume de raizes
que aumenta em condi¢cdes de estresse hidrico, o que favorece a absor¢do da agua e
diminuicdo da parte aérea, a fim de reduzir a taxa de transpiracao foliar (CASIERRA-
POSADA; ROA, 2006). Adicionalmente, o ABA induz a acumulacdo de ions em
vacuolos do tecido radicular, que aumentam o potencial osmaético do citosol de células
epidérmicas radiculares. Isso provoca aumento da permeabilidade das membranas de
células radiculares, o que leva a uma maior possibilidade de absorver agua a partir das
raizes.

Segundo Hartung (1996), o défihidrico provoca inicialmente reducdo no
desenvolvimento da raiz; no entanto, em condicbes de seca moderada, ocorre o
desenvolvimento de uma raiz mais forte. Se as condi¢cdes de seca continuam, a inibicdo
do crescimento radicular aumenta, especialmente quando nas raizes acumula-se ABA.
Posteriormente, a acdo conjunta do ABA e 0 estresseemdoiziesenvolvimento das
raizes adventicias, o que torna possivel que os pelos radiculares e as raizes muito finas
explorem maior volume de solo para encontrar a umidade.

Finalmente, a massa seca € utilizada como critério de classificacdo de cultivares
em relacdo a tolerancia a salinidade com o indice de Eficiéncia de Producéo de matéria

seca da parte aérea ou graos, proposto péergag al. (2010) (Tabela 3).

Tabela 3- Influéncia da salinidade na massa da matéria seca da parte aérea (g) de 11
acessos de Passiflora e sua classificacdo quanto a tolerancia a salinidade, apnforme
Indice de Eficiéncia de Produgéo (IEP)

Nivel de salinidade (dS
Acesso Testemunha (1.5) 55 IEP Classificacad
(100% umidade) (33% umidade)

m2 5,419 0,70g 0,51 MT
m3 4,009 0,609 0,32 S
m4 1,619 0,429 0,09 S
m6 1,519 1,429 0,29 S
m7 2,429 0,789 0,25 S
m9 3,42¢g 0,809 0,37 S
ml1l 6,379 4,42¢g 3,76 T
m12 5,429 0,699 0,50 MT
m13 6,429 2,179 1,86 T
ml4 7,429 0,869 0,85 MT
m15 5,509 3,550 2,61 T
Média 4,459 1,689

IT= tolerante, MT= moderadamente tolerante, MBoderadamente sensivel e S= sensivel.

Fonte: Metodologia conforme Fageria et al. (2010).
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Quando o IEP estiver maior que 1,0, os cultivares sao classificados como
tolerantes; se na faixa de 0,5 a 1,0, como moderadamente tolerantes a salinidade; se menor
que 0,5, os genotipos séo classificados como sensiveis a salinidade. Assim, merece
destaque como trés acessos sdo tolerantes e igualmente como o nimero de acessos sao

medianamente tolerantes.

CONCLUSOES

O estresse hidrico reduziu a altura das plaatasa foliar, o didametro do caule
e 0 numero de nds dos acessos comerciais de Passiflora, com destaque para o
comportamento do acesso m15, que foi 0 menos afetado.

As plantas dos acessos apresentaram aumento na relacéo raiz-parte aérea com
base em peso seco, nas condi¢cdes de estresse abibtico. Assim, o padréo de distribuicdo
da matéria seca da raiz e da parte aérea foi alterado com a elevacdo dohédtiasse
do salino.

Classificaramse como tolerantes a salinidade os acessos mll (P. edulis f.
flavicarpa), m13 (P. edulis f. flavicarpa), e m15 (Passiflora tarminiana), e medianamente
tolerantes os acessos m2 (P. edulis f. edulis), m12 (P. edulis f. flavicarpa) e m14 (P.

edulis f. flavicarpa
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CAPITULO 2 - ACUMULO DE PROLINA E iONS EM QUATRO ESPECIES
DE Passiflora SOB ESTRESSE HIDRICO-SALINO

RESUMO

O estresse hidrico-salino destaca-se entre os fatores que limitam o crescimento e a
producdo das culturas, induzindo modificagbes morfoldgicas, estruturais e metabdlicas
nas plantas superiores. Objetiveelavaliar a resposta de 10 acessos de Passiflora ao
estresse hidrico e salinoa€imulo de prolina e os teores de macronutrientes catiénicos

e suas relacbes com o sodio. As plantas foram cultived@sndicbes controladas por

sete meses, irrigadas com solucédo nutritiva com adigdes de NaCl (100mM) até atingir as
condutividades desejadas (1,5; 2,5; 4,0; e 5,5 dSernmidades do substrato constantes

em 100%, 66% e 33%. A concentragao dé&, g, Ca™, Mg e prolina nas folhas foi
determinada pelo método proposto por Bates et al. (1973). O acumulo de prolina
aumentou em plantas salinizadas, especialmente em folhas jovens. Evidenciou-se
aumento de prolina nos acessos tolerantes e moderamente tolerantes a salinidade. Esses
resultados indicam que a toler&ncia ao sal e ao estresse hidrico em Passiflora esta
relacionada com melhor capacidade de exclusdo de sodio e maior capacidade de acumular
prolina para ajuste osmotico.aumento da salinidade da solucdo nutritiva elevou os
teores de sédio, as relacbes’a", Na'/Mg*"e Na'/K* e reduziu os teores de calcio,
magnésio e potassio, refletindo, dessa forma, no desequilibrio nutricional causado pelo
estresse salino progressivo.

Palavras chave:pprolina, NaCl, estresse abidtico.

INTRODUCAO

A fruticultura colombiana obteve acelerado desenvolvimento nos ultimos anos,
em razdo do aumento do consumo interno e também do crescimento das exportacdes de
frutas. Concomitantemente, houve expansdo da agroindustria processadora de frutas,
favorecendo o desenvolvimento de polos fruticolas em determinadas regides
(AGRONET, 2015). Uma vantagem da cultura do maracujazeiro do ponto de vista social
€ que a producao, geralmente, ocorre em pequenas propriedades; a maioria no contexto
de agricultura familiar, com area cultivada variando de 1 a 5 hectares. As necessidades
de tratos culturais fazem com que a atividade seja exigente em mao de obra,
principalmente nas fases de plantio, florada (polinizacdo) e colheita (PIMENTEL et al.,
2009). Nesse sentido, o incentivo para a cultura do maracujazeiro pode contribuir para o

desenvolvimento regional, tanto pela geracédo de emprego e renda no campo quanto pela
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caracteristica fundiaria local, em que predominam pequenas propriedades de agricultores
familiares. A principal restricdo a produgcdo é a disponibilidade de umidade, fator
restritivo a producédo em regides com regime de chuvas limitado, como Guajira, norte de
Cesar, alguns municipios do Atlantico, Bolivar, Sucre, Cordoba, triangulo do café,
Santander e Cundinamarca, areas onde sao apresatitadaiicdes na precipitacao,

com valores acima de 60% da reducido da precipitacdo normal (PABON; TORRES
2007).

Na maioria das plantas cultivadas, a sensibilidade as condi¢cdes de saknidade
seca estd associada com a incapacidade para prevenir e, ou, tolerar concentractes
elevadas de sais. Em vista disso, considera-se que a capacidade de exclusdo dos sais é um
dos principais mecanismos de tolerancia (GARCIA; MEDINA, 2009). Igualmente, té
sido associados comtolerancia aos sais a capacidade de compartimentacdo de ions
toxicos nas folhas maduras ou partes de menor sensibilidade desses (MUNNS et al., 2006)
e a manutencao de seletividade na absorcdo e transporté da Kresenca de Na
(RODRIGUEZ-NAVARRO; RUBIO, 2006). A capacidade das raizes para reduzir a
absorcéo de sais e, ou, reté-los localmente pode ser crucial para evitar que quantidades
potencialmente toxicas cheguem a por¢cdes da haste mais jovem (MUNNS, 2005

A capacidade para assegurar o0 ajuste osmaético visando garantir o fluxo de agua
para dentro das células é fator importante para plantas expostas ao sal e a seca (MUNNS,
1988). Os ions inorganicos mais importantes para o ajuste osmoéticd,d8a’ ¢ CI,
mas, também, outros solutos organicos sao importantes, €es@anais associado com
a tolerancia ao sal sdo os agucares soluveis (ABDEL, 2007) e a prolina (KUZNETSOV;
SCHEVYAKOVA, 1999; ABDEL 2007). Normalmente, esses niveis de solutos
aumentam quando as plantas estao sujeitas a estresse por salinidade e seca (RHODES et
al., 2002). Embora haja uma série de pesquisas relacionadas ao estresse hidrico,
principalmentea orientada para as relacdes hidrica$tossintese a acumulacdo de
diferentes metabolitos organicos, ainda ndo sdo bem conhecidas as rotas metabdlicas onde
0 estresse prejudica a planta, nem mecanismos adaptativos utilizados pelas plantas para
sobreviver a essas condi¢des adversas (HIENG et al., 2004).

Para reduzir os efeitos negativos da disponibilidade limitada de umidade, é
conveniente selecionar espécies vegetais ou genaotipos que tém indicadores distintos de
tolerancia ao estresse hidrico (MUNNS, 2002). Indicadores fisiolégicos como a
concentracdo de prolina, hidratos de carbono e enzimas antioxidantes proporcionam

informacéo, indicando que espécies de plantas possuem potencial para seradaptar
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ambiente de estresse hidrico-salino e, desse modo, cempriciclo de vida delas.
Plantas superiores em relacdo aos indicadores agrondmicos (altura da planta,
comprimento de raiz e area foliar) sdo passiveis de selecdo de componentes complexos,
como a tolerancia a seca (YEO, 1994). No entanto, ha pouca informacdo sobre os
mecanismos fisiolégicos que determinam o comportamento diferencial em passifloras.
Objetivouse neste trabalho, determinar o papel de capacidade de exclusao, de Na
compartimentacao ions dentro das folhas, a seletividade relativa mi f¢esenca de

Na“ eo acumulo de prolina para ajuste osmaético, na sensibilidade diferencial a salinidade

na cultura.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzidem condi¢des hidroponicas, em casa de vegetacao
no setor de Sistemas de Producdo hidropdnica, do Departamento de Producao
Agropecuaria, na Universidade de Caldas. O municipio de Manizales situa-se no
triangulo do café, ao centro do departamento de Cadasyordenadas 5°03°23.31”°’N
e 75°29°41.56°0, altitude de 2.130 m, com temperatura média externa de 18 °C,
precipitacdo média anual de 2.000 mm e umidade relativa de 78%.

Foram usados 11 acessos elites (Tabela 1, capitulo 1), de quatro espécies de
Passiflora de interesse comercial, com prévia caracterizacdo e avaliacdo do grau de
variabilidade genética de maracuja cultivado na Colémbia, como base para um programa
de melhoramento, por Ocampo et al. (2013), e procedente de diferentes bancos de
germoplasma de diversas instituicdes. De cada acesso, foram semeadas 240 sementes,
gue germinaram em bancada hidropénica contendo casca de arroz como substrato, que
foi mantido permanentemente imido até o momento do transplante das mudas. Depois
de 15 dias de germinacgao, 54 mudas foram selecionadas de cada acesso, assegurando a
maior uniformidade possivel do sistema radicular. Subsequentemente, as plantulas foram
transferidas para as bancadas hidropodnicas de 6 m de comprimento e 1,2 m de largura
para assegurar que a lamina de irrigacéo, de acordo com os tratamentos preestabelecidos
(porcentagem de saturacdo de agua de 100%, 66% e 33% e niveis de saturacdo de sais
CE: 1,5dS nt; 25 dS m; 4 dS m; e 5,5 dS ) fossem aplicados segundo o
delineamento experimental. Foi utilizado o sistema de condugéo em espaldeira vertical,

com fio de arame galvanizado numero 12, distando 2 m do piso da bancada hidrop6nica
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da estufa. As mudas foram conduzidas em haste Unica, com desbrota dos ramos laterais,
semanalmente. Quando as hastes ultrapassaram o fio de arame em 20 cm, essas foram
curvadas para baixo, formando uma alca. Foram mantidos os ramos secundarios e
terciarios.

Oito dias ap06s o transplantio, comegou o tratamento de salinizacdo com
aplicagcdo de NaCl (100 mol#haté obter a condutividade elétrica desejada em cada
tratamento. A irrigacao foi efetuada de acordo com os tratameptstaelecidos, e um
tratamento testemunha foi mantido, em que as plantas foram regadas com solucéo
nutritiva sem suprimento adicional de sais. O experimento foi instalado em delineamento
de parcelas subsubdivididas, onde a parcela foi o percentual de saturacdo de agua em
relacdo a exigéncia da cultura (100%, 66% e 33%). A subparcela foi composta pelos
niveis de saturacido de sal (CE: 1,5 d§ ;5 dS m'; 4 dS m'; e 5,5 dS ™), e nas
subsubparcela estavam os 11 acessos de Passiflora em arranjo completamente aleatorio
com cinco repeticdes, onde a unidade experimental era uma planta.

Foi usada solucéo nutritiva universal de Hoagland e Arnold (1950) modificada,
composta poKH2PQy; KNOs; MgClz.. 6H.0; MgSQ. 7H.0; CaCh. 2H.0; CaSQ.
2H,0; NaNG; NH4NOg; Fe-EDTA; BBOs3; ZnSQ. 7H0; CuSQ. 5H0; MnCbk. 4H.0
e NaMoQ. 2H.O (ANEXOS A e B. Para garantir a salinidade do tratamento, cada
solugéo foi levada a um valor de CE: 1,5 d§ &)5 dS mt; 4 dS m*; e 5,5 dS i, can
a adicdo de cloreto de sodio de nivel reativo (99,9% de pureza). Para avaliar adnterac
entre a porcentagem de saturacao de 4gua e salinidade, foram adicionadas as porcentagens
de agua (100%, 66% e 33%) de cada solucdo-padrdo com diferentes valores de
condutividade elétrica (1,5 dS'2,5 dS m; 4 dS mt; e 5,5 dS i) para cada uma das
unidades experimentais dos acessos a serem avaliadas.

A determinacdo de prolina e de ions foram realizadas 150 e 250 dias,
respectivamente, apos o inicio do tratamento do estresse hidrico-salino em trés plantas
selecionadas aleatoriamente por tratamento, nas quais foi amostrada a terceira folha
totalmente expandida, excluindo nervura central. Depois de coletar as amgsass, e

foram processadas imediatamente.

Determinacéo de prolina
A concentracao de prolina foi determinada nas amostras obtidas em 30 de julho
de 2015, de acordo com o método proposto por Bates et al. (1973). Pesou-se 0,5 g de

folhas fresas que foram macerad com 5 mL de acido sulfossalicilico a 3%, com
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posterior agitacao vigorosa durante 60 min e, por fim, centrifugou-se a 6.000 rpm durante
30 min. Uma aliquota de 2 mL desse sobrenadante, para o qual adeédnOuvnL de

acido ninhidrina, 1,0 mL de acido acético glacial e 1,0 mL de acido acético, foi agitada

por 20 s, depois incubada durante 60 min a 100°C, seguida de banho frio; e 3 mL de
tolueno foram adicionados com agitacao vigorosa. Apasda absorvancia a 520 nm.

Foi feita uma curva de calibragédo utilizando seis diluicbes de concentracdo crescente
(0,333 até 13.300 uM), a partir da solugdo-estoque de prolina (40 uM). Essas solucdes

foram submetidas a analise espectrofotométrica (espectrofotdometro Nanocolor UV/vis).

Todas as determinac¢des foram realizadas em triplicata.

Uma vez obtidas as amostragas foram secas durante 48 h a 60° C, em estufa
de conveccéo de ar forcado (Thelco - modelo 6557). O material seco a partir de cada
amostra foi moidem moinho com malha de 1 mm de diametro (Foss - Ciclotec 1093) e
usado para definir a concentracdo dé,IKa e Cd™. A discriminagao da porcentagem de
cinzas, umidade e matéria seca foi feita pelo método AOAC (1990). A quantificacdo do
teor de Ng, K* e Cd" foi realizada por absorcdo atdmica (Thermo line 969). Com os
dadosforam calculados a concentracédo de cada um desses ions em porcentagem, em 100
g de folhas secas, e a relacdo d&NK". Na determinacgéo de ions, o acesso m13 nao foi
considerado por perda de unidade experimental.

Para avaliacdo estatistica dos resultados, realizegamalise de variancia e
comparacdo de médias pelo teste de Duncan, usando o0 pacote estatistico SAS
(STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM- SAS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Figura 1, € evidente a linearidade dos datles)(B33). Os
dados da inclinacéo e intercepcao relatados na equacéo da linha foram utilizados para
calcular a concentracao de prolina nas diferentes amostras (Figura 2).

De acordo com a interagdo do estresse salino e hidrico e dos diferentes niveis de
cach um desses fatores de estresse, verificou-se que a condi¢cdo de alta salinidade (5.5 dS

m™) é a que promove o maior acimulo de prolina (Tabela 1).
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Figura 1- Curva de calibracéo obtida a partir dos dados de absorvancia e concentracao
das diluicbes de prolina.

O aminoécido prolina € um dos metabdlitos que se acumula mais frequentemente
em plantas sob condicBes de estresse hidrico e salino, considerado-se que essas estao
envolvidas num mecanismo de resisténcia ao estresse (HERRERA et al., 2012).

As concentragdes de prolina livre em condigbes de umidade e salinidade ideais
(100% e 1.5 dS 1) foram indetectaveis, de acordo com a curva de calibragdo, da mesma
maneira que foram indetectaveis em condigbes de 100% umidade e 410 8&gomdo
Marijuan e Bosch (2013), esse mecanismo de ajuste osmético (acumulo de prolina)
confere protecao por curtos periodos de tempo de estresse e € importante quando as
condicBes ndo tardam a se normalizar, ndo sendo as concentracdoes de prolina livre
favorecidas com o aumento da salinidade para 4,0%ds 100% umidade (Figuras 2A e

2E).
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Figura 2- Acimulo de prolina, em mg'gde 11 acessos de passiflazasestresse por salinidade
e seca, aos 150 dias, apés transplante (DAT), em Manizales, Caldas, Col6mbia. In@itecestat
colunas sao as meias + desvio-padrdo (n= 33) e as médias comparadas peloDestare
(P<0,05). *Os valores seguidos por letras diferentes diferem significativaieri® 05), de
acordo com o teste de Duncdfi.Valores negativoequivalentes indetectaveis, de acordo
com a curva de calibracd®. Salinidade de 1,5 dShe umidade de 10098, Salinidade
de 2,5 dS M e umidade de 100%;. Salinidade de 2,5 dS fre umidade de 66%).
Salinidade de 2,5 dS fre umidade de 33%. Salinidade de 4,0 dS he umidade de
100%; F. Salinidade de 4,0 dS-tre umidade de 66%3. Salinidade e 4,0 dS te
umidade de 33%4. Salinidade de 5,5 dS fre umidade de 100%:; Salinidade de 5,
dS m! e umidade de 66%;X Salinidade de 5,5 dS tre umidade de 33%.
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Tabela 1- Influéncia da umidade e salinidade no contetido de prolina fingny 11
acessos de passifloras em Manizales, Caldas, Colombia

Condicéo Prolina (mg g?)
Umidade (%)
100 -6.2146°
66 -0.7278P
33 -3.1153P
Salinidade (dS m-1
15 -25.5497P
2.5 -7.7759°
4.0 -3.5942P
55 8.590

NDValores negativos equivalentes indetectaveis, segundo a curva de cal{Biggéa 1).

Os acessos avaliados apresentaram maior conteudo de prolina a partir do
substrato com 66% e 33% de umidade, bem como com o acréscimo da condutividade
elétrica de 5.5 dS th Houve diferenca significativa entre a concentracdo de prolina
encontrada para baixo teor de salinidade (2.5 dBamiveis elevados (5.5 dSin
comportamento semelhante aos achados para os diferentes conteddos de umidades
intermediaria (66%) e baixa (33%). Os acessos m15, m12, m9, m6 e m3, respectivamente,
apresentaram maior concentracdo de prolina livre em condicdes de alta salinidade (5.5 dS
m™) e em baixa umidade (33%). Para as condi¢cdes de umidade intermediaria (66%), os
acessos ml5, ml13, ml2, m7 e m2 evidenciaram maior concentragdo de prolina
respectivamente. Ja para as condicdes de 100% de umidade e com salinidade de 5.5 dS
m?, os acessos m15, m14, m13, m11, m9, m6 e m4 apresentaram maior concentrac¢éo de
prolina livre com condutividades elétricas de 5.5 dS mspectivamente, no sendo tdo
marcante o aumento da concentracdo de prolina com a diminuicdo da condutividade
elétrica.

O maior acumulo de prolina na folha avaliada correspondeu aos acessos
possivelmente mais sensiveis (m3, m4, m6, m7, m9). A presenca de niveis mais elevados
desse aminoacido em tecidos de folhas ndo se refletiu numa redugdo menor no
crescimento desse gendtipo (capitulo 1), indicando que o acumulo desse aminoacido
nesses acessos € mais que um sensor de danos pelo efeito téxico de sais, mais do que um

mecanismo de tolerancia a esses. Conclusao semelhante foi observada por Wahid (2004)
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e Garcia e Medina (2003) em gendtipos de cana sensivel a altas condutividades elétricas
com 15,5 e 8,5 dS ™ respectivamente. A prolina € um dos solutos compativeis que se
acumula em maior quantidade, em condi¢cdes de estresse, em comparacdo com outros
aminoacidos, indicando que, nessas condicoes, a prolina ¢ sintetizada em “células-fonte”

e transportada para "tecidos de demanda”, conhecidos como pontos de crescimento,
usando a energia fornecida por compostos organicos.

Herrera et al. (2002 Voetberg e Sharp (1991) e Verslues e Sharp (1999)
documentaram que, em resposta a algum tipo de estresse (seca, salinidade ou frio), as
células vacuoladas da ponta da raiz acumulam altos niveis de prolina no estroma do
cloroplasto e no citoplasma, enquanto outros solutos (agUcares, acidos organicos,
potassio) se acumulam no vacuolo. Dado que o citoplasma representa pequena fracdo do
volume das células, as concentracdes locais de prolina no citoplasma podem ser muito
mais elevadas do que o nivel da massa de tecido (VERSLEUS; SHARMA, 2010). Além
disso, também tem sido reconhecido que as funcfes de protecdo de prolina podem ser
compartilhadas com solutos compativeis especializados que se acumulam durante o
estresse, como glicina, betaina e alcoois de acucar (VERSLEUS; SHARMA, 2010),
sugerindo que acumulacao de prolina pode depender dos niveis de hidratos de carbono
como sacarose (HARE; CRESS, 1997).

Os acessos sensiveis (m2, m3, m4, m6, m12, m13 e m14) ao estresse salino-
hidrico, especificamente os acessos m3, m6 e m12, apresentaram mais acumulo de prolina
gue o acesso tolerante (m15). Singh e Rai (1981) encontraram em Cicer arietinum L. que
o cultivar suscetivel acumulou mais prolina que o cultivar tolerante. Este ultimo
apresentou valores mais elevados de prolina na raiz, e o primeiro acumulou mais prolina
na parte aérea. Pode-se supor que a prolina tem comportamento semelhante ao acido
abscisico (ABA) que, como a nicotina, € sintetizada nas raizes e acumulada nas folhas
(SKRIVER; MUNDY, 1990). Verslues e Sharp (1999) indicaram que o catabolismo de
prolina no crescimento da raiz primaria do milho ocorreu tao rapidamente quanto a sintese
de prolina, tendo como precursor o glutamato. O aumento do acumulo de prolina na raiz
sugere que ha translocacdo desse aminoacido em outras partes d&piagaesse
salino-hidrico, quando a parte aérea demanda mais prolina, essa € sintetizada pelas raizes.
A esse respeito, deve-se notar que o mecanismo da sirdesmi@ulo de prolina em
passifloraceas sao desconhecidos. Nos Ultimos anos, para identificar os precursores na
sintese do aminoécido prolina e os mecanismos de transporte e acumulagéo, adicionaram-

seglutamato, arginina, ornitina e prolina radioativa, para o meio de cultivdiversas
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culturas e situacdes de estresse (VERSLUES; SHARP, 1999; DUNCAN; WIDHOLM,
1987; CHEN; KAO, 1993). Outros estudos sdo necessarios para definir o acumulo de
prolina em passiflorace@sn condi¢cdes de estresses hidrico e salino.

NaFigura 3, apresenta-se que a salinidade do substrato afetou significativamente
os teores de sbdio nas folhas de Passiflora aos 250 DAP, aumentando os seus valores
com a elevacao dos niveis de salinidade do substrato. O teor de sédio nas folhas aumentou
consideravelmente com o incremento dos niveis de salinidade do substrato. Por sua vez,
notou-se que aos 250 DAP houve tendéncia de estabilizacdo nos teores de sodio nos niveis
mais elevados de salinidade do substrato, o que pode representar uma compartimentacao
em nivel celular, haja vista a néo identificacdo da real locacdo do sodio nas células das
folhas estudadas neste trabalho, reduzindo assim a toxicidade por esse ion nos sitios
metabolicamente ativos das folhas.

O aumento da concentracdo de sodio na parte aérea de passifloraceas cultivadas
em ambientes salinos tem sido pouco estudado. Cruz et al. (2006) também observaram
aumentos nos teores de sodio nas folhas de maracuja-amarelo cultivados em ambientes
salinos. Esses autores retata que, para o maracuja-amarelo, a moderada tolerancia
esteve relacionada a manutencao das concentracfes de N, @ Mga nos tecidos das
plantas, a capacidade de confinar os ions & raizes e Na&mfolhas mais velhas e a
manutencado de uma relacdo baixa entreeNid” nas raizes e folhas mais novas.

Os ions de potassio desempenham importante papel na regulacdo do potencial
osmotico das células vegetais, além de ativar muitas enzimas envolvidas na respiracao e
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2004Na Figura 3, evidenciae que salinidade do
substrato influenciou significativamente os teores de potassio nas folhas de Passiflora aos
250 DAP, decrescendo linearmente seus valores com o aumento dos niveis de salinidade
do solo.

Estudos tém demonstrado que a salinidade do solo diminui os teores de potassio
na parte aérea das plantas (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000; CRUZ et al., 2007).
Semelhante a este trabalho, esses autores reportaram que o aumento da concentracdo de
sbédio do meio externo ocasiona a diminuigdo dos teores de potassio nos tecidos das
plantas de milho (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000) e de maracuja-amarelo (CRUZ et
al., 2007), pois o aumento da concentragdo de sodio no meio radicular pode inibir a
absorcao de potassio em razéo da relacdo competitiva entre esses cations monovalentes
(KAWASAK] et al., 1983).
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Figura 3— Concentracdo de ions N&* e Cd*, em % (100 g folha seca), de 10 acessos de passifloras sob estresse por salinidade e seca, aos 250 dias, ap6s

transplante (DAT), em Manizales, Caldas, Colémbia. indice estatistico: coluras s@ias + desvio- padréo (n= 30) e as médias comparadas pelo teste de
Duncan (p < 0,05). *Os valores seguidos por letras diferentes diferem sigrafivaite (p <0,05), de acordo com o teste de DurcaBalinidade de 1.Bs

m? e umidade de 10098, Salinidade de 2,5 dShe umidade de 1009¢,. Salinidade de 2,5 dShe umidade de 669%R. Salinidade de 2,5 dS*he umidade

de 33%;E. Salinidade de 4,0 dS*he umidade de 100%:. Salinidade de 4,0 dS*te umidade de 66%3. Salinidade e 4,0 dS-He umidade de 33%y.
Salinidade de 5,5 dS-he umidade de 100%,; Salinidade de 5,5 dShe umidade de 66%;X Salinidade de 5,5 dS*he umidade de 33%.




O estresse salino promove aumento no efluxo citossolico de potassio nas raizes
das plantas; essa perda pode ser resultado direto de trocas osmoticamente induzidas na
permeabilidade do plasmalema, como também da substituicdo de calcio por sodio na
membrana, abrindo canais para o potassio (GARCIA et al., 2007).

A salinidade do substrato interferiu significativamente nos teores de calcio em
folhas de passifloraceas aos 250 DAP (Figura 3). Na Figura 3, é apresentado o decréscimo
do teor de caélcio nas folhas com o aumento dos niveis de salinidade da solucéo nutritiva.

Apesar da tendéncia de diminuicdo dos teores de calcio nas folhas aos 250 DAP,
os resultados nessa fase de avaliacdo da cultura s&o considerados adequados, para os
acessos m3, m7, m9 e m15, conforme os critérios estabelecidos por Taiz e Zeiger (2004)
de 0,32 dag k¢ evidenciando existir uma relagédo definida entre o crescimento da planta
e o teor de nutrientes em seus tecidos. Por sua vez, os teores adequados de calcio nas
folhas de Passiflora foram em razdo do suprimento desse elemento pela adicdo desse
nutriente ao substrato via agua de irrigacao.

De acordo com pesquisas, a salinidade diminui os teores de calcio na parte aérea
das plantas de milho (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000; GARCIA et al., 2007) e
maracuja-amarelo (CRUZ et al., 2006). Semelhantemente a este trabalho, esses autores
reportaram que o aumento do teor de s6dio do meio externo ocasiona a diminuicdo dos
teores de célcio nos tecidos das plantas de milho e passifloraceas, pois o sddio desloca o
calcio do plasmalema das células radiculares, o que resulta em perda da integridade da
membrana e do efluxo citossolico de solutos organicos e inorganicos (CRAMER et al.,
1994).

As alteracbes nas membranas onde o célcio é um ion estabilizante podem
conduzir a sensibilidade maior da cultura ao estresse salino, haja vista a seletividade das
membranas nos processos de absorcdo e compartimentacao iénica (AZEVEDO NETO;
TABOSA, 2000).

Trabalhos com plantas em estresse salino tém demonstrado que a suplementacéo
de calcio reduz maimulo de sd6dio e mantém os niveis de potassio e metabdlitos
fosfatados nos tecidos radiculares, além de reduzir as perdas de fésforo (GARCIA et al.,
2007).

A determinacéo das relagdes entre sédio e calcio, magnésio e potagsia‘(iNa
Na'/Mg™ e Na/K") revela-se como importante variavel para a selecao de plantas
tolerantes a salinidadep estado nutricional das plantas sob estresse salino (GARCIA et
al., 2007).
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A salinidade do solo aos 250 DAP interferiu significativamente nas relacdes
Na’/Ca™ e Nd/Mg*™ emfolhas de passifloracedsa Figura 4, apresentseo aumento
das relac6es N&Ca™ e Na/Mg** emfolhas de passifloraceas com a elevagao dos niveis
de salinidade da solucdo nutritiva. O aumento das relaco@€dVae Na/Mg*™ nas
folhas com o incremento dos niveis de salinidade da solucdo nutritiva indicam o
acréscimo na absor¢éo de sodio em detrimento da absor¢cdo de célcio e magnésio.

Para os acessos m2, m3, m6, m7, m9, m11, m14 e m15, as relaf@=s"™a
Na’/Mg*™ aos 250 DAP (Figura 4) ndo representaram antagonismo entre os nutrientes ou
mesmo evidenciaram toxicidade relativa ao ion sodio, pois tais rela¢des ibnicas com
valores abaixo de 0,60 sdo considerados adequados para uma 6tima eficiéncia metabdlica
em plantas glicofitas (GREENWAY; MUNS, 1980).

A manutencdo de baixas relac6es/Ba™ e Na/Mg*™ é importante critério na
caracterizacdo da tolerancia das plantas a salinidade (SAUR et al., 1995). Uma relacao
Na’/Ca™ elevada faz com que o Ndesloque o Ca da membrana celular, induzindo a
perda de sua integridade e resultando no desequilibro na absorcao iénica e reducédo da
seletividade de Na Ca™ e Nd - Mg*™* nas raizes (AZEVEDO NETO; TABOSA, 2000).

A literatura evidencia que o aumento da concentracdo de sodio no ambiente
radicular das plantas promove a elevacdo das relaco@€d\Vae Na/Mg*™. Nesse
contexto, Azevedo Neto e Tabosa (2000) verificaram o aumento das relatfies Na
Na‘*/Mg** no limbo, na raiz, no colmo e na bainha de plantulas de milho com o incremento
dos niveis de NaCl, em solucao nutritiva.

A relagdo N&K™ que esta intimamente relacionado ao grau de tolerancia das
culturas a salinidade, podendo ser utilizada como indice para toxicidade de s6dio em
razao desse ion inibir a atividade das enzimas que requerem potassio (GREENWAY;
MUNS, 1980).

A salinidade influenciou significativamente a relacao/Ka nas folhas das
passifloraceas aos 250 DAP, conforme a Figura 4, aumentando seus valores com 0
incremento dos niveis de salinidade do substrato. Observando a relaftibdda 250
DAP (Figura 4), notou-se que seus valores crescem linearmente com o incremento dos
niveis de salinidade da solucéo nutritiva, evidenciando a maior absorcéo e translocacao
de sddio, em relagéo ao potassio com o incremento dos niveis de salinidade do substrato,
refletindo na sensibilidade da cultura ao estresse salino e induzindo um desequilibrio

ibnico nas plantas; consequentemente, houve menor eficiéncia metabdlica das folhas.
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Azevedo Neto e Tabosa (2000) e Garcia et al. (2007) indicaram o efeito
competitivo entre Nae K, assim como a seletividade por esses ions e sua relacdo com
a sensibilidade das plantas a salinidade. Esses autores verificaram aumento da relacao
Na’/K* na parte aérea de plantas de milho com o incremento dos niveis de NaCl em
solugao nutritiva. Segundo esses pesquisadores, o desequilibro na absorcao idbnica em
decorréncia do aumento dos valores da relacatKNeeduziu a seletividade dos ions de
K* nas raizes em razdo da perda da integridade das membranaandicdes de
salinidade.

Analisando os teores dos macronutrientes catiéeicdslhas de passifloraceas
ao longo do ciclo da cultura, observou-se que houve diminuigdo progressiva dos teores
de calcio, magnésio e potassio juntamente com o0 aumento dos teores de sodio,
confirmando a hipétese de que a diminuicdo dos teores de calcio, magnésio e potassio
nos tecidos das plantas de passiflorAceas est4d geralmente associada ao aumento
progressivo dos teores de sodio.

CONCLUSOES

O acumulo de prolina aumentou nos tecidos foliares, em resposta ao estresse
salino, e os niveis maximos de prolina foram observados em plantas tratadas com solucao
de NaCl com condutividade de 5,5 d$,mque resultou em niveis superiores dé s
folhas. Este resulado confirma a existéncia de relacdo entre o acumulo desse aminoacido
e 0s niveis de ions nos tecidos.

Os teores de sodio nas folhas foram elevados, seguido da reducédo dos teores de
calcio, magnésio e potassio aos 250 DAP, refletindo o desequilibrio causado pelo estresse
nutricional consequente do estresse salino progressivo.

As relagbes NdCa™, Na/Mg™ e Nd/K* foram aumentadas nas folhas,
evidenciando-se como importantes variaveis no estudo nutricional das piamtas

condic¢des de salinidade.

62



REFERENCIAS

ABDEL, M. Physiological aspects of mungbean plant (Vigna radiata L. Wilezek) in
response to salt stress and gibberellic acid treatrRest. J. Agric. Biol. Sci, v. 3, p.
200-213, 2007.

AGRONET. Miniterio de Agricultura y Desarrollo Rur&@ecretaria técnica nacional
de la cadena de pasifloradisponivel em: <http://sioc.minagricultura.gov.co/templates/
sioc_cadenas/docs/4315 27.pdf>. Acesso em: 5 ago. 2015.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS — AOAC. Official
Method of Analysis. 15.ed. Washington, 1990.

AZEVEDO NETO, A.D.; TABOSA, J.N. Estresse salino em plantulas de milho: Parte Il
distribuicdo dos macronutrientes catidnicos e suas relacbes com o Rédista
Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental v. 4, n. 2, p. 165-171, 2000.

BATES, L.; WALDREN, R.; TEARE, D. Rapid determination of free proline for water-
stress studie®lant Soll, v. 39, p. 205-207, 1973.

CHEN, C.T.; KAO, C.H. Osmotic stress and water stress have opositive effects on
putrescine and proline production in excised rice lea@kst Growth Regulation, v.
13, p. 197-202, 1993.

CRAMER, G.R.; ALBERICO, G.J.; SCHMIDT, C. Salt tolerance is not associated with
the sodium accumulation of two maize hybridsustralian Journal of Plant
Physiology, v. 21, p. 675-692, 1994.

CRUZ, J.L.; PELACANI, C.R.; COELHO, E.F.; CALDAS, R.C.; De ALMEIDA, A.Q.;
QUEIROZ, J.R. Influéncia da salinidade sobre o crescimento, absorc¢ao e distribuicdo de
sédio, cloro e macronutrientes em plantulas de maracujazeiro-anBaegjantia, v. 65,

n. 2, p. 275-284, 2006.

DUNCAN, D.R.; WIDHOLM, J.M. Proline accumulation and its implication in cold
tolerance of regenerable maize calRknt Physiology v. 83, p. 703-708, 1987.

GARCIA, G.O.; FERREIRA, P.A.; MIRANDA, G.V.; NEVES, J.C.L.; MORAES, W.B.;
SANTOS, D.B. Teores foliares dos macronutrientes catidnicos e suas relagdes com o
sédio em plantas de milho sob estresse sdleSIA, v. 25, n. 3, p. 93-106, 2007.

GARCIA, M.; MEDINA, E. Acumulacion de solutos y solutos organicos en dos
genotipos de cafia de azucar, estresados con sales simples o suplementadas con calcio.
Bioagro, v. 21, n. 1, p. 3-14, 2009.

63



GARCIA, M.; MEDINA, E. Crecimiento y acumulacion de prolina en dos genotipos de
cafia de azucar sometidos a salinizacion con cloruro de $®eMista Facultad de
Agronomia, v. 20, p. 168-179, 2003.

GREENWAY, H.; MUNS, R. Mechanisms of salt tolerance in crop plaRtant
Physiology, v. 31, p. 149-190, 1980.

HARE, P.D.; CRESS, W.A. Metabolic implications of stress-induced proline
accumulation in plant®lant Growth Regulation, v. 21, p. 79-102, 1997.

HERRERA, T.S.; ORTIZ, J.; DELGADO, A.; ACOSTA, J.A. Crecimiento y contenido
de prolina y carbohldratos de plantulas de fl’lj0| sometidas a estrés por syista
Mexicana de Ciencias Agricolasv.3, n. 41, p. 713-725, 2012.

HIENG, B.; UGRINOVIC, K.; SUSTAR-VOZLIC, J.; KIDRIC, M. Different classes of
proteases are involved in the response to drought of Phaseolus vulgaris L. cultivars
differing in sensitivity.Journal Plant Physiology,v. 161, n. 5, p. 519-530, 2004.

HOAGLAND, D.R.; ARNON, D.I.The water culture method for growing plants
without soils. Berkeley: California Agricultural Experimental Station, 1950. 347 p.

KAWASAKI, T.; AKIBA, T.; MORITSUGU, M. Effects of high concentrations of
sodium chloride and polyethylene glycol on the growth and ion absorption in plants: I.
Water culture experiments in a greenhot®ant and Soil v. 75, p. 75-85, 1983.

KUZNETSOV, V.; SCHEVYAKOVA, N. Proline under stress: biological role,
metabolism and regulatioRussian Journal Plant Physiologyv. 46, p. 274-287, 1999.

MARIJUAN, M.P.; BOSCH, S.M. Ecophysiology of invasive plants: osmotic adjustment
and antioxidantsTrends in Plant Sciencev. 18, p. 660-666, 2013.

MUNNS, R. ¢ Why measure osmotic adjustmexi8tralian Journal Plant Physiology,
v. 15, p. 717-726, 1988.

MUNNS, R. Comparative physiology of salt and water streBtant Cell
Environmental, v. 25, p. 239-250, 2002.

MUNNS, R. Genes and salt tolerance: bringing them togdttesv. Phytologist v. 167,
p. 645-663, 2005.

MUNNS, R.; JAMES, R.; LAUCHLI, A. Approaches to increasing the salt tolerance of
wheat and other cereallournal Experimental Botany, v. 57, p. 1025-1043, 2006.

64



OCAMPO, J.; URREA, R.; WYCKHUYS, K.; SALAZAR, M. Exploraciéon de la
variabilidad genética del maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa Degener) ceeno ba
para un programa de fitomejoramiento en ColomA&a Agronomica, v. 62, n. 4, p.
352-360, 2013.

PABON, J.D.; TORRES, G. Impacto socioeconémico de los fenémenos El Nifio y La
Nifia en la Sabana de Bogota durante el siglo@xadernos de Geografia 16Bogota,
Colombia, 2007. p. 81-94.

PIMENTEL, L.D.; SANTOS, C.E.M.; FERREIRA, C.C.; MARTINS, A.A.; JUNIOR,
A.W.; BRUCKNER, C.H. Custo de producdo e rentabilidade do maracujazeiro no
mercado agroindustrial da zona da mata minBesista Brasileira de Fruticultura, v.

31, n. 2, p. 397-407, 2009.

RHODES, D.; NADOLSKA-ORCZYK, A.; RICH, P. Salinity, osmolytes and compatible
solutes. In: LAUCHLI A.; LUTTGE, U. (Esg). Salinity-environment-plants-
molecules Dordrecht, The Netherlandsluwer Academic Publishers, 2002. p. 181-204.

RODRIGUEZ-NAVARRO, A.: RUBIO, F. High-affinity potassium and sodium
transport systems in plant®urnal Experimental Botany, v. 57, p. 1149-1160, 2006.

SAUR, E.; LAMBROT, C.; LOUSTAU, D.; ROTIVAL, N.; TRICHET, P. Growth and
uptake of mineral elements in response to sodium chloride of three provenances of
maritime pineJournal of Plant Nutrition , v. 18, n. 2, p. 243-256, 1995.

SINGH, G.; RAIl, V.K. Free proline accumulation and drought resistance in Cicer
arietinum L.Biologia Plantarum (Praha), v. 23, p. 2, 1981.

SKRIVER, K.; MUNDY, J. Gene expression in response to abscisic acid and osmotic
stress.The Plant Cell, v. 2, p. 503-512, 1990.

STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM- SAS.SAS version 9.0Institute Cary, 2002.
TAIZ, L.; ZEIGER, E.Fisiologia vegetal 3.ed. Porto Alegre: Artmed, 2004. p. 719.

VERSLUES, P.E.; SHARMA, S. Proline metabolism and its implications for plant-
environment interactionThe Arabidopsis Book v. 8, €0140, 2010. doi:10.1199/
tab.0140.

VERSLUES, P.E.; SHARP, R.E. Proline accumulation in maize (Zea mays L.) primary
roots at low water potentials. 1. Metabolic source of increased proline deposition in the
elongation zonePlant Physiology v. 119, p. 1349-1360, 1999.

VOETBERG, G.S.; SHARP, R.E. Growth of the maize primary root at low water
potentials. Role of increased proline deposition in osmotic adjustRiant.Physiology
v. 96, p. 1125-1130, 1991.

65



WAHID, A. Analysis of toxic and osmotic effects of sodium chloride on leaf growth and
economic yield of sugarcanBotanical Bulletin of Academia Sinicav. 45, p. 133-141,
2004.

YEO, A.R. Physiological criteria in screening and breeding. In: YEO, A.R.; FLOWERS,
T.J. (Ed).Soil mineral stresses approaches to crop improvement. Berl8pringer-
Verlag, 1994. p. 37-60.

66



CAPI'TUNLO 3 — ESTRATEGIA DE ADAPTACAO NO CONTROLE E
REGULACAO DO TEOR DE SAL EM Passiflora tarminiana Coppens & V.E.
Barney

RESUMO

Passiflora tarminiana € uma glicofita trepadeira, nativa da regido andina. Embora seja
exposta a condicdo salinea ao estresse hidrico moderado, essa planta cresce,
normalmente, sem sintomas de toxicidade. A excrecdo de sal, os parametros de
crescimento e as concentracdes de ions excretados foram examinados em plantas
cultivadas durante sete meses, submetidas a diversos niveis de salinidade [(NaCl) 2,5;
4,0; e 5,5 dS m-1 (25, 40 e 55 mM)] e de estresse hidrico moderado (33% e 66% de
umidade no substrato). Avaliaram-se cristais de sal e estruturas da epiderme foliar. O
experimento foi conduzido na unidade de producéo hidropdnica em Manizales, Caldas
na Colébmbia, localizada a 2.130 m de altitude, com temperatura média externa de 18 °C,
precipitacdo média anual de 2.000 mm e umidade relativa média de 78%. Avaliou-se o
acesso comercial Passiflora tarminiana Coppens & V.E. Barney c. O experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado em arranjo de parcelas subdivididas,
onde a parcela constitui em percentual de saturacdo de agua (100% e 33%), a subparcela
emniveis de saturacéo de sal (CE: 2,5; 4,0; e 5,5§Saom cinco repeti¢des, e unidade
experimental composta por uma planta. Observou-se excrecdo de sais na superficie
adaxial em folhas de P. tarminiana, possivelmente devido as glandulas especiais
excretoras de sal. Além dessas glandulas, foram observadas também outras estruturas da
epiderme como papilas e tricomas, as quais provavelmente estédo envolvidas na tolerancia
de P. tarminiana a salinidade.

Palavras chave:adaptacdes de plantas, fisiologia do estresse, Passiflora spp., estresse
abidtico, salinidade.

INTRODUCAO

Em plantas haldfitas, a excrecdo de sal representa uma estratégia de adaptacdo
gue permite o controlearegulacao do teor de sal nos 6rgéaos da planta, em especial nos
fotossintéticos (BARHOUMI et al., 2007). A excrecédo deésalediada por glandulas
especificas espalhadas sobre as superficies da follaaafissé comum em plantas de
diversos géneros e familias, como Plumbaginaceae, Avicenniaceae, Tamaricaceae,
Frankeniaceae (WAISEL, 1972). Na familia Poaceae, ha quatro géneros tipecament
excretores de sais: Spartina, Aeluropus, Distieh@Thloris (LEVERING; THOMSON,

1971; BARHOUMI et al., 2007Em plantas halofitas, a resposta ao estresse salino ocorre
por meio do acumulo de ions inorganicos na regulacdo osmoética e manutencdo do

equilibrio hidrico. As glicofitas geralmente excretam ou eliminam sal ou o translocam
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para outros 6rgaos, como raizes e caules, sendo 0 ajuste osmético dependente da sintese
de solutos organicos compativeis (SHANNON et al., 1994). As estratégias de ajuste
osmoético em plantas haldfitas e glicofitas tém alto custo de manutencéo fisioldgico,
determinado pela extensao e eficiéncia de sintese de compostos organicos, transporte de
ions e reparacgdo, alternando estruturas e componentes celulares (YEO, 1983). Em geral,
as plantas halofitas em relacéo as glicofitas tém maior capacidade para acumular ions nas
células da parte aérea. Contudo, sdo escassas as informacdes sobre a excrecao de sal como
estratégia de adaptacdo que permite o contrmiegulacéo do teor de sal nos 6rgaos das
plantas da espécie Passiflora tarminiana Coppens & V.E. Barney, que sao
predominantemente glicofitas.

Algumas plantas resistentes a salinidade, como Tamarix sp. e Atriplex sp. ndo
eliminam ions pelas raizes, e a excrecdo se da por glandulas de sal na superficie das
folhas. Os ions sao transportados para essas glandulas, onde o sal cristaliza e ja ndo é
prejudicial (TAIZ; ZEIGER, 2004). Em geral, as halofitas possuem capacidade maior de
acumulo de ions em células da parte aérea do que as glicofitas. O estresse pela salinidade
€ resultado do acumulo de sal no solo. Algumas espécies haldfitas sdo altamente
tolerantes ao sal, porém a salinidade reduz o crescimento e a fotossintese em espécies
mais sensiveis. O dano pelo sal decorre do decréscimo do potencial hidrico no solo, que
torna a agua do solo menos disponivel, e favorece o acumulo de ions especificos em
concentracdes prejudicais. As plantas evitam o dano provocado pelo sal por meio da
eliminacdo de ions pelas folhas ou por compartimentacdo de ions em vacuolos. Alguns
determinantes moleculares da exclusdo deeNia compartimentagéo vacuolar tém sido
discriminados, estabelecendo-se uma sinalizacdo, denominada SOS (Salt Overly
Sensitive), que regula a expressao desses genes envolvidos na homeostase i6nica (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

As caracteristicas morfologicas, geralmente, sdo utilizadas na identificacéo e
caracterizacdo de espécies de Passiflora. Neste ests®aspectos sdo abordado
como avaliacdo a tolerancia de estresses abioticos. Estudos recentes tém mostrando
caracteristicas anatdmicas potencialmente Uteis nessa avaliacdo. Zerpa e Otahola (2014)
constataram que as espécies P. quadrangularis L. e P. ligularis Juss apresentaram cristais
e drusas em tecido parenquimatico do cortex, cilindro central do caule, peciolo e nervura,
estudando os caracteres de cada espécie com vistas a analises comparativas. Garcia et al.,
(2008) estudaram a anatomia da folkedd guazumaefolia P. aff. Tiliaefolia, a fim de

pesquisar a possivel existéncia de aspectos histologicos foliares de importancia
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taxonOmica. Bes autores verificaram a presenca de cristais na nervura cental e n
peciolo de P. guazumaefolia.

O mecanismo de excrecao € caracterizado por elevada seletividade em favor do
sbédio e oposto ao potassio e ao calcio (POLLAK; WAISEL, 1979). Além disso,
excregdo de cloreto tem sido observada em muitas halofitas. No eatextoecéo de
cristais de NaCl néo tem sido relatada em P. tarminiana. Do mesmo modo, o impacto da
restricdo de sal sobre o desenvolvimento e a abundéncia das estruturas envolvidas na
excrecao de sal, como as glandulas, nao foi pesquisado. Os objetivos deste trabalho foram
pesquisar a capacidade de desenvolvimento de P. tarmiei@naltos niveis de
salinidade com excrecao de sédio; e encontrar caracteristicas morfoldgicas e estruturais

gue podem estar relacionadas com a resisténcia dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e tratamento salino

Foram semeadas 240 sementes do acesso m15 (Passiflora tarminiana Coppens
& V.E. Barney), que germinaram em bancada hidroponica, utilizando casca de arroz
como substrato, e mantida permanentemente Umida até o momento do transplante das
mudas. Apos 15 dias de germinacéo, 54 mudas foram selecionadas, assegurando a maior
uniformidade possivel do sistema radicular. Subsequentemente, as plantulas foram
transferidas para bancadas hidropdnicas de 6 m de comprimento e 1,2 m de largura para
assegurar a lamina de irrigacao de acordo com os tratamentos (porcentagem de saturacao
de agua de 100% e 33% e niveis de saturdgdais CE: 2,5 dS the 5,5 dS m).

Foi utilizado o sistema de conducdo em espaldeira vertical, com fio de arame
galvanizado numero 12, distando 2 m do piso da bancada hidroponica da estufa. As mudas
foram conduzidas em haste Unica, com desbrota dos ramos laterais, semanalmente.
Quando as hastes ultrapassaram o fio de arame em 20 cm, essas foram curvadas para
baixo, formando uma al¢ca. Foram mantidos os ramos secundarios e terciarios.

O tratamento de saliniza¢&o com aplicacédo de NaCl (100 F)jatamecou oito
dias apos o transplante até eldecondutividade elétrica desejada em cada tratamento
(25 dS m!, 4,0 dS mt e 5,5 dS m). A irrigacdo com cada solég constituiu um
tratamento paralelo de salinidaddo tratamento testemunha, as plantas foram regadas

com solugéo nutritiva sem acrescimo adicional de sais. O experimento foi instalado em
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delineamento inteiramente casualizado em arranjo de parcelas subdivididas, onde a
parcela continha o fator saturacdo de agua (100% e 33%), a subparcela o fator niveis de
saturacgéo de sal (CE: 2,5; 4,0; e 5,5 d$, imom cinco repeti¢des, e unidade experimental
composta por uma planta.

Utilizou-se a solugdo nutritiva universal de Hoagland e Arnold (1950)
modificada, composta pé#iH2PQs; KNOs; MgClz. 6H.0; MgSQ.. 7H.0; CaCh. 2H:0;
CaSQ. 2H.0; NaNQ; NHsNOs; Fe-EDTA; HBOs; ZnSQ. 7HO; CuSQ. 5H0;
MnCl. 4H0; e NaMoQ. 2H,O (ANEXOS A e B. Para garantir a salinidade do
tratamento, ajustosea solugdo com valor de CE: 2,5 dSty#,0 dS it e 5,0 dS m,
adicionandoseNaClemnivel reativo (99,9% de pureza). Renovou-se a soluc¢ao nutritiva
uma vez por semana. Apos sete meses de tratamento, selecionaram-se as terceiras folhas
superiores completamente expandidas para andlise de digitalizacdo das estruturas

epidérmicas.

Microscopia eletrénica

Caracterizou-se a micromorfologia foliar qualitativamente (n = 4) com base em
imagens digitais de superficies foliares adaxiais e abaxiais gravadas em microscépio
eletrénico de varredura ambiental (SEM Scaning Eletecron Microscope, QUANTA 250
de FEI; Philips, Eindhoven, Holanda). As amostras foram coletadas de folhas superiores,
do segundo ou terceiro par a partir do apice e do ultimo par basal das plantas submetidas
a 2,5; 4,0; e 5,5 dS ' Determinou-se a composicdo elementar de folhas por energia
dispersiva de microanalise de raios X (EDX modelo GENESIS APEX2i; Ametek GmbH,
Meerbusch, Alemanha) acoplados a um microscopio eletronico de varredura (SEM,
QUANTA 250 de FEI; Fei-Philips, Eindhoven, Holanda), conforme descrito por Hunsche
e Noga (2008)No procedimento SEM-EDX, os raios X gravados separadamente para 0s
dois lados (adaxial e abaxial) das folhas frescas e apds a otimizacdo do método para as
respectivas condi¢cdes experimentasytilizados ha avaliagdo semiquantitativa. As
configuragdes de equipamento (Distancia de trabalho 10 mm, pressao na amostra camara
de 0,3 Torr, energia do feixe 20 kV, tamanho do ponto 5,3 e amplificacdo de 509) foram
otimizadas para recolher raios X a partir de camadas de tecidos superficiais e mais
profundas, em que foram mantidas constantes durante as medi¢6es. Foram amostradas 10
repeticbes de cada amostra foliar. Analizaram-se estruturas epidérmicas (tricomas e
estdbmatos) por contagem direta em trés micrografias de diferentes folhas frescas.

Micrografias foram tiradas aleatoriamente da por¢cdo média da segunda folha superior
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diferente. Cada fotomicrografia com dimensdes conhecidas e, superficie definida como a
correspondente a superficie da folha pode ser determinada.

Para avaliar estatisticamente os resultados, realizeeamanalise de variancia
e comparacdo de médias pelo teste de Duncan, usando 0 pacote estatistico SAS
(STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM- SAS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como relatado no capitulo anterior, P. tarminiana apresentou reducdo em seu
crescimento progressivamente com o aumento da salinidade do meio, o que indica que
essa espécie comportou-se como haldfita facultativa, apesar de sobreviver em meio
contendo 5,5 dS th

Em plantas que cresceram em alta salinidade (5.5%Saraxcrecéo de sal, que
€ reconhecida por depdsitos de cristais de sal na superficie das folhas, foi observada a
olho nu (Figura - al, bl e c3). Esses cristais estavam ausentes nas plantas do tratamento-
controle, e a densidade desses cristais de sais se elevou com o aumento da salinidade do
meio, principalmente com os niveis de salinidade de 2,5 a 5,5 dS m-1. Em micrografias
SEM (Figura - b2, c2, d1, d2 e d3), os sais foram cristalizados como um sistema cubico,
gue é bem conhecido como o sistema de NaCl. Essa hip6tese de exclusdo de ions

corrobora com EDX microandlise (Figura 2).
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Figura 1 (al, bl e cl) Excrecdo de sal no lado adaxial das folhas de Passiflora
tarminiana tratadas com 2,5; 4,0; e 5,5 d§ observada a olho nu. (a2, b2 e c2) -
micrografias do lado adaxial das folhas das plantas tratadas com®,6 5,5 dS mh

(a3, b3 e c3) - micrografias do lado abaxial das folhas das plantas tratadas com 2,5; 4,0;
e 5.5dS m. (d1, d2, d3) - micrografias de cristais de sal observadas na superficie foliar
adaxial de plantas tratadas com 5,5 dS m
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Elevada seletividade a favor da excrecdo de sodio foi também encomtnada
Glaux maritima (ROZEMA,; RIPHAGEN, 1977). No entanto, encontraram-se pequenas
e relativamente elevadas quantidades de potassio, calcio e magnésio entre 0s sais
excretados em Odyssea paucineevilamarix aphylla (SOMARU et al., 2002). Além
disso, EDX microandlise indicou que o sal depositado na superficie foliar das plantas sob
estresse salino era, essencialmente, de Na (Figura 2 e Tabela 1). Cada cristal continha
muitos elementos em formato cubico e sob ele havia, provavelmente, uma glandula de sal
(Figura 1-d1, d2, d3). Hunsche et al. (2010a) estudaram os mecanismos de tolerancia a
salinidade em mudas de Grewia tenax (Forssk.) Fiori e de tamarindo (Tamarindus indica
L.) cultivadas em condi¢cOes controladas e tratadas diariamente com solu¢cdes de NaCl e
confirmaram por microandlise de raios X de energia dispersiva, em ambas as espécies,
gue a absorcao de sodio e de cloro se elevaram com 0 aumento da concentracdo de NacCl
na solucdo do tratamento. A salinidade afeta quase todos os processos fisioldgicos e
bioquimicos da planta (CUARTERO et al., 2006), enquanto os mecanismos fisiol6gicos
subjacentes a tolerancia ao sal de P. tarminiana ainda ndo séo totalmente compreendidos.

A tolerancia de plantas a estresses abidticos € um fenbmeno complexo e,
aparentemente, com controle multigenico (CHAVES et al., 2008; JENKS et al., 2007;
SAIRAM; TYAGI, 2004). Em geral, a espécie P. tarminiana utiliza mecanismos
celulares funcionais especificos para evitar ou corrigir os efeitos deletérios de sais
absorvidos. Em espécies de Passiflora sensiveis ao sal, facilmente evidenciam-se o0s
efeitos do estresse abiodtico sobre a fotossintese, a transpiracdo e o crescimento. JA em
espécies tolerantes, tais mudancas sdo expressas somente em altas doses ou apos a
exposicao prolongada ao estresse salino.

Quando as plantas se aclimatam ao ambiente alterado, sdo submetidas a
ajustamentos na morfologia das folhas, na composicdo do cloroplasto (pigmento) e na
atividade de processos bioquimicos que impedem o dano oxidativo no seu fotossistema
(MUNNS; TESTER, 2008). Esses eventos se desenvolvem simultaneamente e
rapidamente, a fim de mobilizar todo o aparato metabdlico para a adaptacdo e
sobrevivéncia das plantas (CHAVES et al. 2008). Entre outros, a adaptacdo das plantas
ao NaCl envolve eventos metabdlicos como a sintese de solutos organicos e
compartimentacao de ions (SAIRAM; TYAGI, 2004; SERRANO; GAXIOLA, 1994). No
entanto, respostas a salinidade compreendem alteracdes de propriedades foliares como na

espessura, micromorfologia superficial e cera cuticular (VIJAYAN et al., 2008).
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Figura 2— Espectro de raios X de deposito de cristal de sal na superficie da folha tratada
com 5,5 dS m. O ponto de diametro foi de 1 mayoltagem de aceleragéo, de 25;kV
o tempo de analise, de 15 s; e distancia de trabalho, de 10 mm.

Tabela - Composicao dos cristais presentes nas folhas de Passiflora tarminiana na parte
media e basal das folhas amostradas em Manizales, Caldas, Colombia

Carbono Oxigeno  Sodio  Aluminio Silicio  Potéassio

Amostra = s (%) (%) (%) (%) (%)
Media 10,04b 50,9a 0,63b 1,35c 21,19b 0,3c
Media 12,36b 51,13a 0,61b 2,42bc 32,45ab 0,04c
Media 11,23b 51,015a 0,32b 1,38c 26,82b 0,67c
Basal 18,17a 49 71a 2,72a 6,03a 21,51b 1,92ab
Basal 10,14b 42 56b 1,15a 4.37b 37,66a 1,87ab
Basal 17,17a 50,44a 1,84a 6,01a 34,405a 2,38a
CV (%) 0,34 0,23 1,12 3,34 8,94 0,87

*Os valores seguidos por letras diferentes diferem significativamente (P <@G&pmdo com o teste de Duncan.

Em P. tarminiana, o sOdio acumulado e as fracbes excretadas foram
positivamente correlacionados com o aumento da concentracdo de Na na solucao aplicada
ao substrato. Embora as quantidades de sal excretadas sejam subestimadas, por causa da
perda de cristais de sal que provavelmente ocorre apds oito semanas de tratamento, essa
fraccao foi pelo menos duas vezes mais elevadas do que a acumulada. A superficie adaxial
mostrou-se razoavelmente plana (Figura 3A e 3C). Em contraste, a superficie abaxial
ficou ondulada, provavelmente em razao de uma alternancia regular de nervuras (Figura

3 B e 3D). Entretanto, trés estruturas epidérmicas foram encontradas nas duas faces da
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folha. Tricomas curtos estavam presentes com extremidades pontiagudas (Figuras 3A e
3C), observados apenas na parte adaxial e ao longo das arestas. Papilas foram observadas
como protuberancias epidérmicas na superficie abaxial da folha. Essas foram numerosas
e ocuparam toda a superficie da folha (Figuras 3B e 3D). Os estdmatos estavam presentes
somente na face abaxial da folha (Figuras 3B e 3D), classificados como hipoestomaticos

e com densidade independente do meio salino. Em plantas-controle, os estbmatos se
projetam na superficie, enquanto que nas tratadas com sal (5.5 dS m-1) esses ficaram
relativamente abaixo da camada dos tecidos epidérmicos (Figura 4).

Nessa passifloracea, as fracdes excretadas dprblaavelmente sdo mediadas
por dois mecanismos diferentes (acumulo e excrec¢ao) que, de acordo com Pollak e Waisel
(1970), podem ser independentes. Neste experimento, descobriu-se que a excrecao de sal
iniciou-se na guarta semana de tratamento salino. Entretanto, a excre¢cao perdurou nas
plantas tratadas. Por conseguinte, a independéncia e a sucessao dos dois mecanismos
parecem 6bvias. O sal absorvido pelas raizes provavelmente € acumulado em tecidos e,
posteriormente, excretado para fora da planta pelas glandulas (BARHOUMI et al., 2007).

A densidade estomatica € menor nas folhas de P. tarminiana quando aumentam-
se os niveis de salinidade e seca (Tabela 2). Em condi¢des de 5.8 @3% de umidade
apresentou-se os valores mais baixos de densidade estomatica com 189,32 estomatos por
mm?. O maior numero de estdmatos foram nas condi¢des de 2,5 d300% umidade
com 196,34 por mf(Tabela 2). O nimero de estdmatos por area pode variar,
dependendo das condi¢cdes ambientais (umidade, temperatura, luz) as quais a folha esta
sujeita durante a divisdo e alongamento das células (ARIOLI et al., 2008). Diversos
estudos tém demonstrado que com maitensidade da salinidade da solucédo ocorre
diminuicdo na densidade estomatica (PARES et al., 2008; REYES-LOPEZ et al., 2015),

0 que determina uma maior distancia entre os estbmatos conduzindo a reducdo da

transpiracao.
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Figura 3— Micrografias das superficies adaxial (A, C) e abaxial (B, D) das folhas de P.
tarminiana tratadas com 5,5 dS m-1. T - tricomas; ES - estomatos; e P - papilas.

Figura 4- Superficie abaxial com presenca de estbmatos em folhas de plantas-controle
tratadas com 2,5 dS m-1 (A) e em folhas tratadas com 5,5'd8)m
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Tabela 2- Influéncia da umidade e salinidade na densidade estomatica #)°gmm

Passiflora tarminiana em Manizales, Caldas, Coldmbia

Densidade
Espécie Identificagéo Umidade Tratamento estomatica
(n°/mm?)
P. tarminiana m15-Calmol01/2015 100% 2,5dS mt 196,34a
100% 4 dS mt 195,45a
100% 55dS m 193,98ab
66% 25dS m 195,78a
66% 4 dS mt 194,02a
66% 55dS m 190,34ab
33% 2,5dSm 194,11a
33% 4 dsS mt 190,01ab
33% 55dS mt 189,32b
C.V % 11,12

*Os valores seguidos por letras diferentes diferem significativamente (P <i&GEprdo com o teste de Duncan.

O objetivo deste estudo foi compreender os mecanismos de tolerancia ao NacCl
em P. tarminiana espécie classificada como tolerante ao sal. Existe a hipotese de que
apesar das diferencas morfologicas e fisioldgicas, a espécie pode ter mecanismos para
tolerancia ao estresse e remediacdo expressos por mudancas metabdlicas induzidas pela
salinidade e défithidrico. Um aspecto metodolégico com consequéncias negativas para
este estudo é que as mudas foram cultivadas a partir de sementes e, portanto, ha uma
variabilidade genética de magnitude desconhet¢ilENSCHE et al., 2010b; SAIED et
al., 2010; MUNNS; TESTER, 2008), o que pode ter afetado a reacdo a adicdo de sal nos
parametros medidos, embora mais estudos sejam necessarios para reforcar essa hipotese.
Estresses ambientais podem induzir mudancas na composicdo quimica das ceras
cuticulares, sem efeito no conteudo total de cera (BRINGE et al., 2007). Isso deve ser
considerado em futuras pesquisas com passifloraceas. Este trabalho é o primeiro relato
sobre a visualizacdo de diferentes perfis de deposicédo de cristais de passifloraceas por
microscopia eletrdnica.

Em P. tarminiana, o excesso de sal provavelmente foi excretado pelas glandulas
distribuidas na superficie adaxial da folha. As glandulas apareceram em linhas
longitudinais, de acordo com o Naa superficie adaxial. No entanto, as glandulas de sal
eram relativamente numerosas em comparegaooutras estruturas da epiderme. Além

disso, a excrecao de sal parece ser um processo ativo (BARHOUMI et al., 2007). Esteban
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et al. (2013) avaliaram a tolerancia a salinidade e formacéo de cristais de sal na superficie
superior da folha de mangue-preto (Avicennia germinans L.), que pode representar um
mecanismo de fotoprotecdo incomum e dindmico. Esses mesmos autores concluiram que
esse mecanismo é totalmente reversivel quando as condi¢cdes se tornam mais favoraveis,
podendo ocorrer a dissolugédo de cristais de sal formando gotas. Assim, por ser um
mecanismo de desintoxicacdo desenvolvido principalmente para evitar o desequilibrio
osmotico nos tecidos, a excrecédo de sal pelas folhas € um exemplo de "adaptacao”, ja que
tem efeitos positivos sobre o desempenho fotossintético das plantas, protegendo-as de
superaquecimento e estresse por excesso de radiagdo durante os periodos mais severos.

Uma questao fundamental sobre a tolerancia das plantas ao sal é a identificacao
dos fatores que conferem essa tolerancia as halofitas em opsitidofitas. Em razéo
da sua inerente constituicdo genética, a resposta das halofitas ao estresse ambiental é
diferente em comparacéo as glicofitas. E necessaria uma comparacao significativa entre
os dois fatores responséveis por essa resposta diferemcialives fisioldgico e
proteomico. Para isso, foram feitos estudos comparativos entre Arabid®opsis
Thellungiella, o seu homdlogo halofita (SENGUPTA; LAHIRI, 2009; M'RAH et al.,
2007;KANT et al., 2006; GHARS et al., 2008; VOLKOV et al., 2004). Sugesem-
estudos comparativos entre espécies de passifloras sensiveis a salinidade e aquelas que
apresentam tolerancia para identificar proteinas que possam funcionar em resposta ao sal,
juntamente com as mudancas em sua fisiologia.

De acordo com Barkla et al. (2009), em diferentes espécies @mo
Mesembryanthemum crystallinum o sodio é acumulado e depositado num gradiente ao
longo do seu eixo de crescimento, com a concentracdo mais elevada depositada nas partes
das folhas mais jovens, onde é sequestrada dentro de um grande vacuolo central das
células. Isso, em contraste com o0 que acontece nas glicofitas, que, em seguida, dirige o
sédio para as partes maduras da planta, numa tentativa de manter as raizes fionais.
mesmos autores mediram concentracfes particularmente elevadas de sodio em células
especializadas das partes aéreas conhecidas como células da bexiga. Essas células,
localizadas sobre a superficie das folhas e ks, sdo modificadas (tricomas),
desenvolvendsedurante o crescimento da planta e permanecendo com uma depressao
devido a auséncia de sal; entretanto, seu crescimento € estimulado pela presenca desse sal
(CUARTERO et al., 2006).

Além de remover o sodio dos tecidos fotossintéticos, as células da bexiga

funcionam como reservatorios de agua para as células fotossintéticas (mesofilicas),
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localizados no interior da folha (BARKLA et al., 2009). Evidenciou-se que o sequestro
de sddio dentro do vacuolo de M. crystallinémor causa da atividade do permutador
sédio/protdo (Na/ H"), que é ativado por bomba de prétons do tonoplasto (V-ATPase)
(BARKLA et al., 1995). A atividade desses dois transportadores é induzida quando as
plantas ou as culturas de células em suspensdo sdo cultivadas na presenca de sal
(BARKLA et al.,, 1995). Possivelmente esse seja o comportamento da espécie P.
tarminiana.

Em geral, P. tarminiana parece ser capaz de sobreviver sob salinidade até 5,5 dS
m? (NaCl), que pode ser considerada alta, eliminando ions toxicos. Possivelmente,
excrecdo do excesso de sal ocorreu via glandulas epidérmicas. O s6dio em adi¢ao a outros
ions inorganicogoi usado para ajuste osmoético. SAo necessarias novas pesquisas para
esclarecer as estruturas epidérmicas que excretam sais das plantas estressadas da familia

Passifloraceae.

CONCLUSOES

O acesso comercial de Passiflora tarminiamecondi¢coes de estresse salino e
hidrico apresentou mecanismo de tolerancia com a excre¢do de sais em folhas baixas,
possivelmente devido a presenca de glandulas excretoras de sal. Além de glandulas
excretoras de sal, foram observadas outras estruturas da epiderme como papilas e

tricomas, provavelmente envolvidas na tolerancia de P. tarminiana a salinidade.
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CAPITULO 4 — EFFECT OF WILD ROOTSTOCK OF GENUS Passiflora L. ON
THE CONTENT OF ANTIOXIDANTS AND FRUIT QUALITY OF
PASSIONFRUIT

ABSTRACT

The nutritional importance of the fruit of passionfruit has prompted studies to assess its
composition and antioxidant content as a functional food in fresh fruit and concentrated
juice markets. Currently, the use of wild species as rootstock has been recommended
mainly by the positive effects such as tolerance to disease attack, maintaining fruit quality
of grafted cultivars. The aim of this study was to determine the effect of wild species of
Passiflora gibertii N.E. Brow and Passiflora mucronata Lam as rootstock on the content
of antioxidants and fruit quality of passionfruit. The experimental design was completely
randomized with four treatments and 25 repetitions, with a total of 100 experimental units,
each of which was represented by a plant in a pot of 30 L. The treatments assessed were:
Passiflora edulis Sims, Passiflora gibertii NE Brown and Passiflora mucromataika

a control treatment, plants of P. edulis both from seed and grafted on the same species
were used. The content of B-carotene, ascorbic acid, the color of the juice and the rind of

the fruit were assessed. The content of B-carotene in the fruit showed no statistical
differences (p<0.05), indicating no significant rootstock effect on the variable evaluated,
indicating a potential wild rootstock use for its positive effects, keeping the commercial
quality of the fruits of passionfruit crops.

Key words: Passiflora sppf} -carotene, vitamin c, rootstock.

INTRODUCTION

The market for fresh passionfruit is valued for the quality features of its fruit; a
fruit of quality is one that meets the expectations of different customer segments in its
internal and external featurethe internal being those related to taste (soluble solids and
acidity) and juice content (yield), and the external those related to good appearance (color
of the skin, size, weight, absence of defeatsg¢eting certain standards to achieve the
desired quality in markets (Ocampo et al., 2013).

A predominant feature is the presence of antioxidants in the fruits and in the
substrates from the leaves of some species of Passiflora, according to Pabon et al. (2011),
who found significant values for fruits of wild granadilla and gulupa leaves. Several
studies have confirmed the health benefits provided by the intake of fruits and vegetables
rich in antioxidants, mainly in reducing cardiovascular diseases (Wang et al., 2011) and
diabetes (Ramful et al., 2010), and the antiparkinson activity of the wild species
Passiflora incarnata L. (Ingale & Kasture, 2014); likewise, by-products of concentrated

passionfruit juice industries, as is the rind, could be considered a potential source of
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natural antioxidants for functional food and industrial applications, this according to the
results obtained by Wong et al., (2014). According to Silva et al. (2014), among non-
enzymatic antioxidants that have received the most attention for its possible beneficial
effect for the body are vitamins C and E, carotenoids and flavonoids. Tropical fruits are
high in antioxidants, and their main antioxidants are phenolic compounds and, in the case
of passionfruit, they contribute to its therapeutic importance by the presence of numerous
antioxidant phytochemicals (Babbar et al., 2011).

Grafting is widely used in fruit-culture and in other perennial species to
propagate superior genotypes, have control of the stature of plants (size), reduce juvenile
period, improve the adaptation of these to adverse soil conditions and provide tolerance
to pests and diseases (Atucha et al., 2014; Machado et al., 2013; Salazar et al., 2015).

In Passiflora crops, tolerance of some wild species such as Passiflora suberosa
P.alata, P. coccinea, P. setacea and P. gibertii to premature death of the plants (Fusarium
spp.) was reported by Silva et al., (2013). Thus, there have been several studies, as those
reported by Cavichioli et al. (2011) and Salazar et al. (2015), evaluating the effect of
rootstock and graft type on fruit quality of yellow passionfruit, finding that the rootstocks
(P. edulis, P. alata, P. mucronata and P. gibertii) did not influence on the content of
soluble solids (SS), titratable acidity (TA) and the relation SS / AT. Similarly, the grafting
method did not affect the diameter, length, weight of the fresh fruit, weight and thickness
of the rind, nor juice yield. However, little information is available on the effect of wild
species of Passiflora as rootstock for cultivation of passionfruit and their influence on the
antioxidant properties of the fruit. Thus, the aim of this study was to determine the effect
of wild species as rootstocks on the content of antioxidants and fruit quality of

passionfruit.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted in a protected environment with a low-density
polyethylene covering with a thickness of Li®and side anti-aphid greenhouse mesh
for citrus fruit in the fruit-culture sector of the Universidad Federal de Vigosa (UFV),
Vigosa -MG. Geographically, the experimental area is located at a latitude of 20° 45°
south and longitude 42° 52 west, with an altitude of 650 m.a.s.l., with an average annual
temperature of 19°C. According K6ppen’s classification, the weather is Cwa type,

mesothermal, with rainy summers and cold, dry winters (Matarazzo et al., 2013).
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The experimental design was completely randomized with four treatments and
25 repetitions, totaling 100 plots. Each plot was represented by a plantin a 30 L pot. The
rootstocks evaluated were: Passiflora edulis Sims, Passiflora gibertii NE Brown and
Passiflora mucronata Lam., P. edulis plants from seed and grafted on the same species
were used as a control treatment.

For the production of plants used as rootstock, the seeds of P. edulis, P.
mucronata and P. gibertii were obtained from the Passiflora collection of the fruit-culture
sector of the Universidad Federal de Vigcosa (UFV), Vicosa-MG, as well as the vegetative
buds used for grafting. The production of seedlings in the nursery began with seed
germination in washed sand in plastic boxes of 40 cm of width x 20 cm of height x 50 cm
of length. After complete expansion of cotyledonary leaves, 150 seedlings of each species
were transplanted to plastic bags of 10 cm x 23 cm. At 60 days after planting, central slit
type grafting at 10 cm from the root collar of the plant was conducted. Vegetative buds,
with two knots, were removed from the middle portion of the productive branches of five
adult yellow passionfruit plants.With the first shoots of the graft, the plante wer
transplanted at four months of age to 30 L pots in a greenhouse.

The substrate was formed by the mixture of soil, sand and manure in the ratio 3:
1: 1, and it was added to each 30L pot: 100 g of calcium as acidity corrective according
to the soil analysis, 1000g of manure and 300 g of simple superphosphate. The plants
were staked with plastic fiber attached to a 12-caliber steel wire located at 2 m high.
Pruning of side branches (deshooting) was performed every 15 days or according to the
development of the plant.

When the plants reached 15 cm of height, 60 days after transplantation, the first
fertilization was performed with the equivalent to 5 g of ammonium sulfate and 10 g of
potassium chloride; after thirty days, a second fertilization was performed, providing the
equivalent of 10 g of ammonium sulfate and 15 g of potassium chloride, for a total of 15
g of N and 20 of FOs, considering that ammonium sulphate and potassium chloride
contain approximately 20% N and 60% K2O. Additionally, it was necessary to perform
fertilization with 21 g of ammonium sulfate diluted in 1 L of water per plant and 13 g of
agricultural gypsum in coverage after 60 days of transplantation, every 15 days to 250
days. It was also necessary the application of the acaricide abamectin (18 g ftar/ L) a
60 days of transplantation. Cultural practices and plant management were performed in

accordance with technical recommendations for the cultivation of passionfruit (Meletti,
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2011). A drip irrigation system was used, where each irrigation line had two drips with
discharges of 1 L"harranged around each plant, which were irrigated daily.

To evaluate the antioxidant composition and quality of the fruit, 172 flowers on
each plant were pollinated. Artificial pollination was done manually between 14 h and 17
h, when there were open flowers between August and December 2012, for an average of
10 fruits per plant; thus, 10 fruits per plot were evaluated for analysis.

To evaluate carotenoids, about 2.0 g of juice were weighed, which were
homogenized in a beaker with 80% acetone. The ketone extract was filtered through filter
paper (8um) and the volume was completed to 25 ml in test tube (Silva et al., 2014). The
absorbance was determined at 470, 646.8 and 663.2 nm and carotenoid levels were
determined according to Lichtenthaler equations (1987). The results were expressed in
mg 100 ¢ of juice.

Soluble solids (SS) were determined with three drops of juice, after the
extraction, using a digital refractometer. Titratable acidity (TA) was determined with the
juice of each of the fruits, obtained by 5 mL of juice and transferred to 250 ml Erlenmeyer,
completing the volume to 100 mL with distilled water. Three drops of the indicator
phenolphthalein at 1% were added to this solution, proceeding to stirring titration with
NaOH 0.1 N solution, previously standardized with potassium hydrogen phthalate. The
results were expressed in g of citric acid per 100 g of juice. The SS/TA ratio was obtained
by the quotient between the two characteristics.

The ascorbic acid content was determined by titration with Tillman's reagent [2,6
dichlorophenolindophenol (sodium salt) 0.1%]. The results were expressed in mg 100 L
of ascorbic acid per 100 g of sample.

The coloration of the juice and the rind of the fruit were analyzed with a
MINOLTA CR-10, based on the values of L, C (b) arfl Where L indicates the
luminosity (0 = black and 100 = white), and b represent the chromaticity coordinates (+a
=red, -a = green, +b = yellow and -b = blue). These values were converted to clelpor ang
A° =tan-1 b/a, which indicates the Hue an@f 6f the sample (0° or 360° = red, 90° =
yellow, 180° = green, and 270° = blue) (Silva et al., 2014). To determine the coloring of
the rind, two readings were taken on opposite sides of each fruit. To define the color of
the juice, it was extracted previously and poured into a beaker of 100 ml, where the
reading was done with the apparatus at 1 cm from the surface of the juice.

The data were evaluated by analysis of variance using SAS statistical software

(SAS Inst. Inc. Cary, NC); further, evidence of comparative averages were performed by
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the Duncan test at a level of significance of 5% and a Pearson linear correlation between

variables was performed.

RESULTS AND DISCUSSION

The antioxidant composition of passionfruit juice was evaluated by the content
of B-carotene and ascorbic acid. These compounds were quantified in the fractions of
juice and are related to its antioxidant biochemical mechanism (Perez-Jimenez et al.,
2008). According to Table 1, the contents of ascorbic acid found in the fruit of P. edulis
with all combinations of rootstock and P. edulis Sims (without grafting) exceed the value
of 20 mg of ascorbic acid 100guice, which, according to Santos et al. (2009), is
generally observed in the fruits of passionfruit (Table 1). The content values of ascorbic
acid ranged from 29.37 to 36.06, denoting a higher content in P. edulis (not grafted),
followed by the combination P. edulis / P. edulis (autograft) and with the lower contents
rootstock in combinations of wild species (P. gibertti and P. mucronata). Souza et al.
(2012) evaluated the chemical composition, bioactive compounds and the present
antioxidant activity in the pulp of five types of fruits of Brazilian Cerrado, including the
species Passiflora alabBryand which showed p-carotene content from 1.31 + 0.03 mg
100 g%, considered as low by researchers, as well as ascorbic acid with 24.66 + 4.29 mg
100 g* of juice. According Ramful, et al. (2011), fruits are classified according to the
content of ascorbic acid in three categories: low (<30 mg / 100 g), medium (30-50 mg /
100 g) and high (> 50 mg / 100 g). According to this classification, the fruits of the
combination P. edulis / P. mucronota and P. edulis (ungrafted) qualify as with medium
content and combinations P. edulis / P. gibertii and P. edulis / P. edulis are regarded as

low.
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Table 1. Characterization of antioxidant (f-carotene and ascorbic acid) and chemical
content in fruits of passionfruit plants (Passiflora edulis Sims) grafted on P. edulis Sims,
P. gibertti, P. mucronata and non-grafted (via seed ), in Vicka -

. *Ascorbic
Species p-carotene acid
P. edulig P. gibertti 1.0490a 29,37c
P. edulis / P. mucronata 1.3362a 30,93b
P. edulis / P.edulis 1.4537a 29,64bc
P. edulis (non-grafted) 1.0585a 36,06a
CV 31,59 23,62

* Values followed by different letters differ significantly (P <0.05) according to Duncan’s test. + Taken and
complemented from the work of Salazar et al. (2015).

Other writers such as Coelho, Cenci & Resende (2010) reported a decrease of
ascorbic acid in the early stages of passionfruit ripening at 22° C. These same authors
report ascorbic acid levels similar to those found in this study, varying from 25 to 30 mg
100 mL?. According to Lee and Kader (2000), the content of ascorbic acid in the fruit
suffers a strong influence of normal metabolism (maturation and senescence) and other
types of post-harvest stress. Thus, the levels of ascorbic acid in the organs of the plant are
tightly controlled by the levels of synthesis, degradation, transport and recycling within
the cell (Rotili et al., 2013). Due to the antioxidant properties of ascorbic acid, the route
of recycling is particularly important in the fruit during the body's response to oxidative
stress, when the reduced ascorbic acid is oxidized to the unstable form of dehydroascorbic
acid, which can be easily degraded. According to Stevens et al. (2008), the reduced form
of ascorbic acid can die out if the oxidized forms are not recovered by reductase enzymes
(monodehydroascorbate and dehydroascorbate reductase), genetically expressed in
response to oxidative stress.

B-carotene content of passionfruit juice was not significantly changed by the
different combinations of rootstocks (Table 1). It is noticeable that, despite the
passionfruit plants’ suffering a cut by the grafting (wound) and cicatrization processes as
described by Salazar et al. (2015), and oxidative reactions of maturation metabolism in
early stages, there was retentionfefarotene in the juice. Regarding the levels of f-
carotene, the fruits analyzed in this study were compared with carrots, which are known
to have high concentrations of this carotenoid. Campos et al. (2006) concluded that out
of the seven vegetables studied, carrots had the highest leélsaodtene, with an

average of 5.18 mg 100'g
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All the fruits of passionfruit in the different combinations of rootstocks studied
in this work showed low concentrations [tarotene compared to carrots; fruit from
combinations P. edulis / P.edulis and P. edulis / P. mucronata showed the highest levels
of p-carotene with 1.45 and 1.34 mg 108 espectively.

According to Uenojo, Marostica-Junior & Pastore (2007), carotenoid levels in
fruit cells remain relatively constant until the onset of senescence and two types of
enzymes are responsible for the oxygenation and degradation of carotenoids:
lipoxygenase derived from chloroplasts, which catalyze the conversion of unsaturated
lipids into aroma compounds; and peroxidase, the from the mitochofiet&otene
retention in the juice of the fruits of grafted plants in wild Passiflora reveals the
advantageous benefit from the aspect of maintaining their nutritional bioavailability. As
responsible for being the precursor of vitamin A, essential for vigioarotene plays a
key role to human health (Rotili et al., 2013). Other beneficial effects of carotenoids are
against certain cancers and heart diseases that have been recognized and have stimulated
intensive research on the role of these compounds as antioxidants and as regulators of the
immune system response.

Significant correlations were observed among the contentg-aafrotene,
ascorbic acid and luminosity values (L), chroma (C) and hue angle (h°) (Table 2). For the
combination P. edulis / P. gibertti, the content$-a@iarotene and ascorbic acid were
highly correlated with luminosity, chroma and hue angle (h°) of fruit juice with values of
44.02, 10.00 and 94.45° respectively, indicating that the juice of the fruits of this
combination have a low amount of saturation or pigment, and a yellow color (> 90 °). A
similar behavior was present in the combination P. edulis / P. mucronata in the content
of ascorbic acid and a highly significant correlation with the hue angle (h°) of juice with
a value of 94.45°, and luminosity, chroma and h° of the rind of the fruits of this
combination, with values of 70.93, 43.15 and 92.31° respectively, indicating that the juice
of the fruits of this combination has an intense yellow color (> 90 °), and the rind has a
high saturation of pigments and an intense yellow color. In this same combination, the
content of B-carotene was significantly correlated with the content of titratable acidity
with values of 4.72 g 1007gof citric acid. The increase in the yellow color is due to the
degradation of chlorophyll, while the yellow, orange and red pigments, belonging to the
group of carotenoids, are revealed or synthesized. These pigments are very common and
their presence is an indication of quality of the fruit that the consumer evaluates in its

maturity (Freire et al., 2014).
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The combination P.edulis / P. edulis (autograft), the contefitcafrotene is
significantly correlated with the contents of ascorbic acid (29.64 g 1@ gtric acid)
and in turn the content of ascorbic acid is highly correlated with luminosity values and
the chroma of the rind of the fruit with values of 71.29 and 38.88, respectively, indicating
that the rind of the fruit has high saturation of pigments. Several authors have reported
positive correlations between ascorbic acid and antioxidant activity (Contreras-Calderon
et al., 2010; Rufino et al., 2010), while others have found no correlation (Almeida et al.,
2011).

Finally, the combination P. edulis (ungrafted) obtained no significant correlation
in the content of-carotene and ascorbic acid. Perhaps this phenomenon is present in this
combination due to uneven ripening and harvest of the fruits because of the early
flowering of grafted plants and the late flowering of non-grafted ones, as reported by
Salazar et al. (2015).

In general, of all the fruits of the combinations tested, passionfruit juice grafted
in wild species of the genus Passiflora has a contg¢htafotene, ascorbic acid and fruit
quality similar to those that were not grafted. Therefore, these fruits can have a nutritional

and economic value equal to that of non-grafted plants.
CONCLUSION
The content of -carotene in the fruit showed no statistical differences, indicating
no significant rootstock effect on the variable evaluated, indicating a potential wild

rootstock use for its positive effects, keeping the commercial quality of the fruits of

passionfruit crops.
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Table 2 Pearson’s linear correlation coefficient between the chemical and physical variables of the fruits of passionfruit (Passiflora edulis Sims)
grafted on P. edulis Sims, P. gibertiiP. mucronata and non-grafted (via seeds), in Wi¢»sa -

Species Variables L C h° L C h° Relation soluble Soluble Titratable Ascorbic
(Juice) (Juice) (Juice) (Rind) (Rind) (Rind) solids/acidity solids acidity acid
B-carotene -0,43* -0,38** -0,12¢ -0,12¢ -0,02¢ 0,04% -0,03 0,08% 0,10 -0,11s
Ascorbic acid -0,11¢  -0,03* 0,40* -0,17 0,01 0,01 0,08% 0,20 0,15%
Titratable acidity -0,01s 0,18 0,23s 0,30* 0,42** -0,39** -0,61** 0,37**
Soluble solids 0,28  0,35* 0,01 0,32* 0,45** -0,36** 0,49**
. Relation soluble 0,17 0,13 -0,23* -0,03¢ 0,01 0,04
P. edulid P. . g
giberti sollds_/aC|d|ty
h° (Rind) -0,12s 0,09 0,78 -0,66** -0,84**
C (Rind) 0,08 -0,08s -0,0I™ 0,67*
L (Rind) 0,24 0,08 -0,08°
h° (Juice) -0,18s 0,02
C (Juice) 0,78**
B-carotene 0,06 -0,02¢ -0,08¢ -0,04° 0,08 -0,10% -0,18 0,068 0,25* 0,15
Ascorbic acid -0,16* 0,01 0,23* -0,35** -0,33** 0,32** 0,040 -0,026* -0,09
Titratable acidity 0,16 0,08 -0,21 0,36* 0,32** -0,36** -0,87** 0,16
Soluble solids 0,14 0,11s -0,09° 0,27 0,31* -0,38** 0,32**
p . Relation soluble -0,03¢ -0,02¢ 0,02¢ -0,22¢ -0,13% 0,16%
. edulis/ P. . o
mucronata sollds_/aC|d|ty
h° (Rind) -0,04 -0,0™ 0,19 -0,78* -0,92*
C (Rind) 0,02¢ 0,08 -0,18° 0,77*
L (Rind) 0,18 0,11 -0,14%
h° (Juice) -0,34* 0,20
C (Juice) 0,42**

Continue...
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Table 2, continued
Species Variables L C h° L C h° Relation soluble Soluble Titratable Ascorbic
(Juice) (Juice) (Juice) (Rind) (Rind) (Rind) solids/acidity solids acidity acid
B-carotene -0,20¢ -0,18¢ -0,01 0,16 0,18 -0,18¢ 0,34 0,22 -0,20s -0,37*
Ascorbic acid 0,03 0,21 0,18 -0,50* -0,43** 0,29 -0,11 -0,27 -0,14

Titratable acidity 0,29  0,32* 0,12¢ 0,13 0,09¢ -0,09¢ -0,71** 0,14
Soluble solids -0,11  -0,18% 0,22 0,33* 0,37* -0,30* 0,59**

P edulis / Re!ation _sqluble -0,32* -0,39* -0,14° 0,17 0,22 -0,17°

P‘ edulis sollds_/amdlty

: h° (Rind) 0,44  0,30* 0,21 -0,82** -0,82**
C (Rind) -0,33* -0,24° -0,10" 0,91*
L (Rind) -0,30* -0,19° -0,19°
h° (Juice) 0,245  0,61**
C (Juice) 0,65**
B-carotene 0,33 0,23 -0,18° 0,14 0,17 0,48% 0,29 0,42 -0,09s 0,57
Ascorbic acid -0,0™ -0,11 0,11 -0,0™ -0,06° 0,18 0,68* 0,05 -0,49
Titratable acidity 0,62 0,65* -0,27 0,03 -0,28° 0,28% -0,91** 0,68*
Soluble solids 0,65* 0,58 -0,39° -0,3I" -0,13° 0,83* -0,36'
P . Relation soluble -0,50% -0,57 0,24 -0,28° 0,08 0,12°
. edulis (non- lids/acidit

grafted) S?' sfacidity
h° (Rind) 0,36 0,24 -0,27 -0,62° -0,10%
C (Rind) 0,0 0,01 -0,23° 0,34
L (Rind) -0,21"  0,56* 0,10%
he (Juice) -0,65* -0,65*
C (Juice) 0,99**

*p < 0.05; ** p < 0.01" not significant at p < 0.05.
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CONCLUSOES GERAIS

O estudo dos 11 acessos de Passiflora demonstrou ser bastante util, pois gerou
informacdes importantes acerca da tolerancia ao sal e estresse hidrico em passifloras que
apresentam melhor capacidade de exclusdo deeNaaior capacidade de acumular
prolina para ajuste osmatico, que ainda néo haviam sido investigadas ou disponibilizadas
na literatura cientifica, sobretudo no Brasil e na Colombia, e em nimero consideravel de
acessos. Determinou-se como tolerantes a salinidade os acessos mll (P. edulis f.
flavicarpa), m13 (P. edulis f. flavicarpa), e m15 (Passiflora tarminiana), e medianamente
tolerantes os acessos m2 (P. edulis f. edulis), m12 (P. edulis f. flavicarpa) e m14 (P.
edulis f. flavicarpa). Dessa forma, poderdo contribuir para a melhor compreensédo dos
mecanismos de tolerancia de NaCl em passifloraceas de interesse comercial, avaliando
processos fisiologicos fundamentais em nivel celular.

Quantoao acumulacao de prolina houve aumento nos tecidos estudados, em
resposta ao estresse salino. Os niveis maximos de prolina foram observados em plantas
tratadas com solucéo de NaCl com condutividade de 5,5%8 que resultou em niveis
superiores de Nanas folhas, com algumas exce¢bes (m3, m4, m6, m7, m9). Isso
confirmou a existéncia de associacdo entre 0 aumento da acumulagcdo desse aminoacido
e 0s niveis de ifons nos tecidos. As relac6e¥Qda, Na'/Mg*™ e Na&/K* foram
aumentadas nas folhas, evidenciando-se como importantes varidaveis no estudo nutricional
das plantas em condicfes de salinidade.

O acesso comercial de Passiflora tarminiana em condi¢cdes de estresse salino e
hidrico apresentou um mecanismo de tolerancia com a excrecao de sais em folhas baixas,
possivelmente devido a presenca de glandulas excretoras de sal. Além de glandulas
excretoras de sal, foram observadas outras estruturas da epiderme como papilas e
tricomas, provavelmente envolvidas na tolerancia de P. tarminiana a salinidade.

A tolerancia ao sal e a seca pode ser avaliada com variaveis morfolégicas e
fisiologicas da planta, como foi proposto neste estudo, usando um indice integrado de
avaliacdo, em que a altura das plantas, a area foliar, a taxa de sobrevivéncia, o acumulo
de matéria seca e prolina, o acimulo e a exclusédo de ions nas folhas com auxilio de
microscopia eletrénica (Scaning Eletecron Microscope, SEM) e raios x (SEM-EDX)
integrados. Essa proposta de metodologia de avaliagdo evidenciou algumas melhorias
significativas em relacdo as publicadas na literatura, podendo ser usada em outros estudos

de natureza semelhante a esta pesquisa.
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O uso de espécies silvestres como porta-enxertos o contefieac#eno dos
frutos de maracujd ndo apresentou diferencas significativas (p < 0,05). Indicando o
potencial de porta-enxertos silvestres por seus efeitos positivos como tolerancia a

estresses bioticos e abidticos, mantendo a qualidade comercial dos frutos de maracuja.
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ANEXO A — SOLUCAO NUTRITIVA DE HOAGLAND

Sol. Estoque

Substancia PM 3 Conc. final Para 1L
(1 mol nr°)
KH2PQy 136,09 136,09 gLt 4 mol m? 4 mL
KNO3 101,11 101,11 gt? 4 mol m?3 4 mL
MgClz. 6H.0O 203,33 203,33 g* 1 mol m?3 1mL
MgSQs . 7HO 246,49 246,49 gLt 3 mol ni® 3mL
CaCk . 2H0 147,02 147,02 gLt 3 mol ni® 3mL
CaSQ . 2H0 172,17 172,17 gt 1 mol m® 0,1721g
NaNGs 84,99 84,99 gL? 2 mol ni® 2mL
NH4NOs 80,04 80,04 gLt 1 mol n1® 1 mL
Solucdo-estoque de micronutrientes

Substancia PM Moles nt3 Sol.(gELsﬁ;Jque Para 250 mL
H3BO3 61,83 0,0460 2,884 0,7210
ZnSQy . 7TH0 287,54 0,0015 0,432 0,1080
CuSQG . 5HO0 249,68 0,0003 0,075 0,0187
MnCl; . 4H0 197,91 0,0018 3,562 0,8905
NaMoOs . 241,95 0,0006 0,145 0,0362
2H.O

Solucdo de Fe - EDTA

NaEDTA 372,24 0,0038 14,10 3,52
FeCk . 6H0 270,30 0,0038 10,30 2,57
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ANEXO B — FONTES COMERCIAIS PARA A PREPARACAO DA SOLUCAO

NUTRITIVA

FONTES COMERCIAIS 1.000 litros agua 50 litros agua
Nitrato de calcio CaNOs3 803g 40,159
CaO 26,3%
NO3 15,5%
Nitrato de potassio KNOs 190g 9,5¢
K 37,3
SOy 13,5
Sulfato de potassio K2SOy 133g 6,659
K20
SO
Sulfato de MgSOas 190g 9,5¢
magneésio
MgO 25%
SOy 13%
Acido fosforico H3POs 110cc 5,5ccC
HsPOy 454g/litro
Nutrifeed Menores 200g 10g
MgO 14%
SO 11%
B 0,068%
Co 0,01%
Cu 0,037%
Fe 1,11%
Mo 0,02%
Zn 0,045%
Cosmo lon Boro  20,5% 1,759 0,087g
Kelatex manganés 9% 5,55¢ 0,2735g
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ANEXO C - FLORES E FRUTOS DOS ACESSOS DE PASSIFLORAS
COMERCIAIS SELECIONADOS PARA AVALIACAO AOS ESTRESSES
ABIOTICOS (SALINIDADE E SECA)

Passiflora edulis forma edulis
Fonte: Ocampo et al. (2012)

[

Passiflora maliformis
Fonte: Julie F. Barcelona (2013)

Passiflora edulis forma flavicarpa
Fonte: Ocampo et al. (2012)

Passifora tarminiana
Fonte: Forest Starr & Kim Starr (2007)
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