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1. Apresentacio

A capacidade que algumas espécies apresentam de colonizar outros ambientes além do
seu de ocorréncia natural, ndo ¢ um fendmeno novo e sempre exerceu um papel fundamental
na dinamica da biodiversidade (HURKA; BLEEKER; NEUFFER, 2003). Espécies invasoras
sdo aquelas que estabelecem uma nova area de distribui¢do na qual proliferam, espalham-se, e
persistem em detrimento do ambiente (PRITEKEL et al., 2006; REID et al., 2009). A invasao
de novos territérios pode ser acidental ou deliberadamente antrépica ou causada por
mudangas climaticas (HURKA; BLEEKER; NEUFFER, 2003).

Um exemplo de espécie invasora que vem recebendo atengdo internacional por conta
dos impactos negativos em ecossistemas de areas cultivadas e de matas nativas € a Prosopis
juliflora (Sw) DC. Na Nigéria, as raizes de P. juliflora impedem o fluxo normal da 4gua em
areas do lago Chad (GALLAHER; MERLIN, 2010), problemas similares também foram
encontrados no Yemen (LANDERAS et al.,, 2005). No Havai, a deficiéncia na auto
regeneragdo de populacdes de plantas nativas em zonas semidridas ¢ prejudicada
principalmente devido a extensa cobertura das populacdes de P juliflora (RICHMOND;
MUELLER-DOMBOIS, 1972). Na Australia, P. juliflora também ¢ considerada uma planta
de comportamento invasivo extremamente agressivo (VAN KLINKEN; CAMPBELL, 2001).

No Brasil, P. juliflora foi introduzida no semidrido nordestino na década de 1940 como
mais uma op¢ao econdmica para a convivéncia com a seca, por apresentar qualidades como
forrageira, produtora de lenha e carvio (ANDRADE; FABRICANTE; OLIVEIRA, 2010;
PEGADO et al., 2006). A partir dai, através dos plantios comerciais, regeneracao natural e
pela falta de manejo adequado, P. juliflora comegou a invadir e se estabelecer rapidamente em
areas de relevante interesse social e ambiental como a Caatinga, haja vista que esta ocupa
principalmente os neossolos fliivicos, as baixadas sedimentares e as manchas de solos mais
profundos, onde a agua ¢ mais facilmente encontrada, representando grande risco na
conservagdao da biodiversidade daquela regido (ANDRADE; FABRICANTE; OLIVEIRA,
2010; PEGADO et al., 2006). Vale ressaltar também que em algumas destas areas se
encontram matas ciliares, que sdo ambientes legalmente enquadrados como Areas de
Preservagdo Permanente (APP) (Lei Brasileira 4.771/1965 e 7.803/1989), as quais
desempenham fungdes ambientais e ecologicas estratégicas, por deterem elevado grau de
endemismo e apresentarem biodiversidade potencialmente maior que suas adjacéncias

(ANDRADE; FABRICANTE; OLIVEIRA, 2009).
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Pensando nesta problematica, a dissertagdo ora apresentada, tem como objetivo
elucidar as principais estratégias de adaptagao de Prosopis juliflora (Sw) DC a condigdes de
estresse hidrico e osmotico, afim de entender ecofisiologicamente porque essa espécie se
tornou uma invasora tdo agressiva do ecossistema Caatinga. Para alcangar tal objetivo, este
trabalho foi dividido em 3 capitulos, dos quais o primeiro trata da quebra da dorméncia das
sementes da espécie em questao, e tem como objetivo qualificar e quantificar, em laboratorio,
os efeitos de métodos de escarificagdo na viabilidade de sementes e plantulas de P. juliflora.
O segundo capitulo trata das influéncias do solo salino e da concentragdo das chuvas em
poucos meses na Caatinga sobre a germinagao de P. juliflora, e tem como objetivo avaliar, em
laboratorio, os efeitos de cloreto de sodio (NaCl) e polietilenoglicol (PEG 6000) na
velocidade de germinagdo, sincronia de germinagdo, germinabilidade, e viabilidade de
sementes de P. juliflora. O terceiro capitulo tem como objetivo caracterizar ecofisiologica e
bioquimicamente plantas jovens de P. juliflora, verificando as resposta das mesmas quando

submetidas a diferentes tratamentos de baixo potencial hidrico do substrato.

2. Fundamentacgio teorica
2.1. Caracterizacao da Caatinga

O nordeste brasileiro corresponde a 18% do territério nacional, sendo 75% deste,
classificado como semiarido e arido (LIMA; BARBOSA; BARBOSA, 2009). A vegetacao
dominante nessa regido ¢ a Caatinga, nome indigena que significa “floresta branca”
(SAMPAIOQO, 1995), e ¢ constituida por um complexo vegetacional que abrange uma area de
aproximadamente 800.000 km? (SANTOS et al., 2011). Nesta regido, predomina na paisagem
depressdes que variam de 300 a 500m de altitude (SANTOS et al., 2011), e o regime anual de
chuvas ¢ concentrado num periodo de 3 a 4 meses e marcado por forte irregularidade,
variando de 240 a 900 mm/ano (PRADO, 2003; SAMPAIO, 1995). As temperaturas médias
variam de 23 °C a 27 °C (NASCIMENTO; ALVES, 2008). O solo ¢ altamente salino devido
ao alto nivel de evaporagdo e a pobre drenagem, resultando na acumulagdo de sais na
superficie edafica (DANTAS et al., 2006; SAMPAIO, 1995). Os mapas vegetacionais
atualmente disponiveis reconhecem a Caatinga como um mosaico de florestas secas e
vegetacoes arbustivas (LEAL et al., 2005), sendo assim referenciada na literatura como
Floresta Sazonal Tropical Seca (TOBY PENNINGTON; PRADO; PENDRY, 2000) ou como
Vegetagao Arbustiva (OLSON et al.,, 2001). Apesar da imprecisdo na classificacido da
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Caatinga (PORTILLO-QUINTERO; SANCHEZ-AZOFEIFA, 2010; SANTOS et al., 2011),
neste dominio destaca-se a vegetacao caracteristica de floresta seca (arbusto e arvores)
(PRADO, 2003; SAMPAIO, 1995), especialmente nas areas da depressdo sertaneja, onde a
maior parte dos individuos perdem as folhas, como adaptacio a deficiéncia hidrica
(KOZLOWSKI; KRAMER; PALLARDY, 1991; LARCHER, 2003) e apresenta propor¢ao

significativa de espécies espinhosas.

2.2. Caracterizaciao da espécie Prosopis juliflora (Sw.) DC.

Prosopis L. ¢ um género da familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia
Mimosoideae, que ¢ composto por arvores ¢ arbustos de porte médio, os quais ocorrem
naturalmente na Africa, Asia e nas Américas do Norte ¢ do Sul. O mais importante trabalho
sobre a taxonomia do género foi conduzido por Burkart (1976), que reconheceu 44 espécies.
Dentre estas devemos destacar a Prosopis juliflora (Sw.) DC. como uma das mais conhecidas
espécies do género e alvo de estudo deste trabalho.

Nativa do noroeste americano, P. juliflora possui uma vasta distribuicdo incluindo
areas da Venezuela, Colombia, e Equador na América do Sul, ¢ do Panama e M¢éxico na
América Central (BURKART, 1976). P. juliflora estd entre as mais agressivas espécies
invasoras de ambientes aridos e semidridos no mundo (BURGHARDT; ESPERT, 2007;
BURKART, 1976; ELFADL; LUUKKANEN, 2003; PASIECZNIK et al., 2001). Sendo
conhecida por varios nomes indigenas como Mesquite e Algarroba, os quais podemos destacar
como os principais nomes nas Américas do Norte e do Sul respectivamente (D’ANTONI;
SOLBRIG, 1977; FELGER, 1977). No Brasil, o nome foi modificado para Algaroba
(ANDRADE; FABRICANTE; OLIVEIRA, 2010; PEGADO et al., 2006).

Prosopis juliflora possui habito arbustivo ou arborescente e raramente raramente
ultrapassa 10 m de altura (GALLAHER; MERLIN, 2010), e ¢ conhecida por alcangar porte e
produtividade maximas em areas com agua em abundancia (SCHADE et al., 2003), e também
como uma espécie “sempre verde”, pois mantem as folhas em periodos de estiagem. P.
Jjuliflora possui um grande dossel aberto, a casca externa ¢ dspera, repleta de fissuras, de cor
avermelhada e bastante rigida devido a abundancia de resina (GALLAHER; MERLIN, 2010),
os galhos sdo verde-marrom com espinhos axiais situados em ambos os lados dos nos que
podem atingir at¢é 60 mm de comprimento cada (GALLAHER; MERLIN, 2010). O sistema

radicular ¢ do tipo pivotante e relativamente profundo, podendo alcangar 20-25 m abaixo do
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solo (HAVARD, 1884; HEITSCHMIDT et al., 1988; PASIECZNIK et al., 2001). As folhas
sao compostas, bipinadas e tém filotaxia alterna, o seu comprimento varia de 5 a 20 cm, e
cada folha ¢ composta por 1 a 5 pares de foliolos, e cada um com 6-29 pares de folidlulos
(PASIECZNIK; HARRIS; SMITH, 2004). As inflorescéncias sdo do tipo racemosas, axilares,
cilindricas com até 15 cm de comprimento (GALLAHER; MERLIN, 2010). Cada uma delas ¢
constituida por centenas de flores amarelas de 0,5 cm de comprimento (GALLAHER;
MERLIN, 2010). O cdlice e a corola tém cinco lobos, as sépalas tendem a ser fundidas e as
pétalas livres, e cada flor tem 10 estames e um unico carpelo (GALLAHER; MERLIN, 2010).
Os frutos sdo legumes indeiscentes € podem atingir mais de 25 cm de comprimento
(BURKART, 1976), eles sao verdes quando imaturos, € amarelos quando maduros, ¢ podem
possuir forma reta ou curva. O endocarpo ¢ dividido em rigidos , coraceos e impermeaveis
segmentos contendo uma marrom, eliptica semente (MEYER et al.,, 1971; SOLBRIG;
CANTINO, 1975). Cada fruto contém de 10 a 40 sementes, ¢ estas sao frequentemente rigidas
e possuem tegumentos impermeaveis (MANGA; SEN, 1995), os quais garantem a dorméncia
e sdo muito bem adaptados a periodos longos de seca (MARTIN, 1948; TSCHIRLEY;
MARTIN, 1960), além de permitirem a dispersdo por zoocoria (BEWLEY, 1997;
GUTTERMAN, 1994).

2.3. Efeito da escarificacdo na germinacao

Tradicionalmente a dorméncia ¢ definida como o estado do desenvolvimento da
semente no qual mesmo estando vidvel e sob condigdes ambientais favoraveis (e.g.
disponibilidade de agua), a germinagdo nao acontece. Esse mecanismo ¢ categorizado de
acordo com o pré-requisito para quebra-lo, como por exemplo o escarificacdo (dorméncia
tegumentar ou fisica), envelhecimento acelerado (dorméncia morfoldgica), estratificacdo
(dorméncia fisiologica) ou a exposi¢do a luz (CARDOSO, 2009). A dorméncia ¢ muito
importante ecologicamente, pois promove a distribui¢do da germinagao de sementes no tempo
e espago (EIRA; CALDAS, 2000; FOWLER; BIANCHETTI, 2000; FOWLER; MARTINS,
2001).

A dorméncia tegumentar ¢ caracterizada quando o tegumento retarda a germinacao da
semente (FINKELSTEIN, 2006), conferindo-lha resisténcia e impermeabilidade a absor¢ao de
agua e/ou de gases, além de impor uma restrigdo mecanica ao crescimento do embrido

(POPINIGIS, 1985). Esse tipo de dorméncia pode ser superada através da escarificacdo, termo
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que se refere a qualquer tratamento que resulte na ruptura ou no enfraquecimento do
tegumento, que pode acontecer basicamente de duas formas: mecanicamente e/ou
quimicamente (MARTINS; NAKAGAWA, 2008; MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1989).
A escarificagdo ocorre naturalmente no meio ambiente devido a varios fatores biodticos e
abidticos, nos quais se incluem altas temperaturas (e.g. fogo), abrasdo mecanica (e.g. areia e
pedras em cursos d'dgua), e mudangas quimicas no meio ambiente (e.g. ingestdo por
frugivoros e passagem pelo trato digestivo) (VILELA, 2001), sendo este Gltimo fator comum
em ambientes aridos e semidridos.

A germinacdo em sementes com tegumento espesso e/ou com dorméncia prolongada
pode ser facilitada pela passagem das mesmas pelo trato intestinal de animais (LOHAMMAR,
1954). Santamaria et al., 2002 mostraram que a ingestdo de sementes por passaros pode afetar
a germinabilidade (% final de sementes germinadas), a a taxa (velocidade) de germinacdo ou
ambos. Em espécies de Prosopis, a ingestdo parcial ou completa dos frutos por animais
selvagens e domésticos pode promover e acelerar a germinagdo das sementes neles contidas
(DANTHU et al., 1996), além de ajudar na dispersao das sementes. Entretanto, muito estudos
tém mostrado que os efeitos da ingestdo na capacidade germinativa, tempo médio de
germinagdo e sincronia podem variar consideravelmente. A digestdo pode aumentar
(DANTHU et al., 1996; MIRANDA et al., 2011), diminuir (GUNSTER, 1994; MIRANDA et
al., 2011) ou nao afetar (FIGUEROA; CASTRO, 2002; MIRANDA et al., 2011; OTANI,
2004) a germinacdo se comparada com sementes ndo ingeridas. Esta variacdo pode ser
explicada por meio de simula¢do com 4cido sulfirico em laboratorio. O acido sulfurico cria
ou aumenta poros que permitem a entrada de agua através do tegumento para o embrido, €
acelerando assim a germinacdo. Na eficiéncia da escarificacdo quimica pode 2 fatores: (i) o
acido nao erodiu o tegumento bastante, e assim ndo permitindo a entrada de 4gua; (ii) o acido
perfurou o tegumento demais, a ponto de entrar em contato com o embrido e assim causar
danos, diminuindo o vigor da semente (MIRANDA et al., 2011; UPRETI; DHAR, 1997).

A eficiéncia da escarificagdo quimica também foi constatada para sementes de Cassia
bicapsularis L., C. speciosa Ried., C. javanica Schrad. (RODRIGUES; AGUIAR; SADER,
1990) e C. sieberiana D.C. (TODD-BOCKARIE et al., 1993); Senna macranthera (Colladon)
Irwin & Barneby (LEMOS-FILHO et al., 1997) e S. silvestris (Vell.) Irwin & Barneby
(MARANHO; PAIVA, 2012); Samanea tubulosa (Benth.) (GIACHINI et al., 2010);
Centrosema plumieri (Benth.) (GAMA et al., 2011); Prosopis juliflora (Sw.) DC. (MIRANDA



etal., 2011).

2.4. Efeito da temperatura na germinacao

Variag¢des na temperatura estao relacionadas a mudangas na porcentagem, velocidade e
frequéncia relativa de germinagdo ao longo do tempo de incubagio (ARAUJO NETO;
AGUIAR; FERREIRA, 2003; POMPELLI; FERNANDES; GUERRA, 2006). Cada espécie
apresenta uma faixa de temperatura para germinagdo (SOCOLOWSKI; TAKAKI, 2004), a
qual é composta de um valor 6timo no qual se registra a mais alta germinabilidade no menor
espaco de tempo, além de valores méaximos e minimos nos quais geralmente ndo ocorre
germinagio (ARAUJO NETO; AGUIAR; FERREIRA, 2003).

Danos significativos foram registrados em sementes de Agave asperrima, A.
duranguensis e A. salmiana quando submetidas a temperaturas extremas durante a
germinagdo (RAMIREZ-TOBIAS et al.,, 2012). Efeitos similares foram encontrados em
sementes de Lactuca sativa L. (SCHWEMBER; BRADFORD, 2010). Isto provavelmente
aconteceu devido a diminui¢do ou aumento drastico das taxas metabdlicas até o ponto em que
processos essenciais para a germinagdo colapsaram e deixaram de ocorrer (AMARAL;
PAULILO, 1992; HENDRICKS; TAYLORSON, 1976), pois a temperatura afeta diretamente
a atividade enzimatica nas sementes por meio de mudancas na energia de ativacao das
enzimas e na conformacdo de proteinas (CARDOSO, 1999; OPIK; ROLFE, 2006). Além
disso, tanto o frio como o calor podem afetar a conforma¢do da membrana, tornando-a mais
rigida ou fluida respectivamente, e assim modificando a sua permeabilidade, promovendo
saida de soluto da célula, o que pode ocasionar muitas vezes em morte celular (BEWLEY;
BLACK, 1994; MURPHY; NOLAND, 1982; OPIK; ROLFE, 2006; VERTUCCI; LEOPOLD,
1987). Por outro lado, dentro de certos limites de temperatura a velocidade de absor¢do de
agua e das reagdes quimicas sdo mais intensas, registrando as maiores germinabilidade e
velocidade de germinagao (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Esta ¢ conhecida como faixa
de temperatura 6tima para a germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; MIRANDA et
al., 2011; POMPELLI; FERNANDES; GUERRA, 2006).

Sob um ponto de vista ecologico, em ambientes semidridos, como € o caso da
Caatinga, durante a estagdo seca quando as condigdes de temperatura no solo sao
normalmente supra 6timas, as sementes tendem a entrar num estado de inibi¢do ou dorméncia

térmica até que as condigdes voltem a ser favoraveis a sua germinagao, ¢ ao desenvolvimento
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da plantula (HILHORST, 1998; PROBERT, 2000). Pois temperaturas altas, além de reduzir a
velocidade de germinacao (BEWLEY; BLACK, 1994), diminuem a taxa de crescimento das
plantulas,expondo-as por um periodo maior a fatores adversos (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

Permanecer inativa durante a estacao seca e germinar rapidamente na estacao chuvosa,
aproveitando a alta umidade do solo e as temperaturas mais amenas, ¢ uma estratégia bastante
difundida entre as espécies ocorrentes em ambientes aridos e semiaridos (FINCH-SAVAGE et
al., 2010), consequentemente essas espécies normalmente sofrem a alta competi¢do que marca

a estagdo chuvosa nesses locais (WATT; BLOOMBERG; FINCH-SAVAGE, 2011).

2.5. Efeito dos estresses osmotico e salino na germinacao

A habilidade de uma semente de germinar sob amplo limite de condigdes pode ser a
manifestagdo de seu vigor, dependendo entre outros fatores, das condigcdes ambientais
encontradas no local onde foi semeada (BEWLEY, 1997). Secas periddicas, por exemplo,
podem ser encontradas no campo, e a semente deverd ser habil para supera-las e germinar
com sucesso quando as condi¢des voltarem a serem propicias (FANTI; PEREZ, 1998).

A escassez dos recursos hidricos por longos periodos acarreta na imobilizagdo de
nutrientes minerais no solo, fendmeno conhecido como salinizagao do solo, o qual pode se
tornar o principal fator limitante na producdo vegetal (CAVALCANTI; RESENDE; BRITO,
2000; KHAN; GULZAR, 2003; PARIDA; DAS, 2005), pois os estresses osmatico e salino,
além de afetarem o estabelecimento e crescimento das plantulas (ASCH; DINGKUHN;
DORFFLING, 2000; SULTANA; IKEDA; ITOH, 1999), atuam diminuindo a porcentagem e
a velocidade de germinacdo (POMPELLI; FERNANDES; GUERRA, 2006). Este padrdo
corrobora com os dados obtidos por Fonseca e Perez (2003) que observaram maior tempo
requerido para a germinagcdo quando o potencial osmotico foi reduzido para a espécie
Adenanthera pavonina. O mesmo foi observado para as espécies Bowdichia virgilioides
(SILVA; AGUIAR; RODRIGUES, 2001), Peltophorum dubium (PEREZ; FANTI; CASALI,
2001) e Senna occidentalis (DELACHIAVE; PINHO, 2003). Além disso em um estudo com
sementes de leguminosas da savana africana (Combretum apiculatum, Colophospermum
mopane, Acacia karroo e A. tortilis), Choinski e Tuohy (1991) verificaram reducdao da
germinacdo em potenciais a partir de -0,3MPa. Estes decréscimos nos atributos da germinagao

de sementes residem no fato de que em condi¢des de salinidade e restri¢ao hidrica ocorrem
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um prolongamento da fase estaciondria do processo de embebi¢do, diminuindo a velocidade
de absorcao de agua pelas sementes (CAVALCANTE; PEREZ, 1995; HEGARTY, 1977,
ZENG; WANG; ZHANG, 2010), e consequentemente reduzindo a atividade enzimatica, o que
resulta em menor desenvolvimento meristematico e atraso na protrusdo da radicula
(BEWLEY, 1997; BOYDAK et al., 2003). Bouaziz ¢ Hicks (1990) sugeriram que a salinidade
afeta a germinagdo limitando a mobilizagdo de reservas em muitas espécies, reduzindo a
porcentagem de germinagdo. Entretanto Almansouri et al. (2001) em um experimento de
embebicdo de sementes com PEG e NaCl mostrou que a diferenca nos teores de agucares
soluveis em relagdo ao tratamento controle ndo ¢ significante, sugerindo que o contraste
observado nos atributos de germinagdo das sementes quando embebidas em PEG e NaCl nao
se deve a mobilizacdo de reservas. Além disso, o sal pode intoxicar a célula (SONG et al.,
2005), causando inicialmente diminui¢do de turgor (HEGARTY, 1977), e em seguida inibindo
alguns processos metabodlicos (CAMPOS et al., 2012; MOHAMMADKHANI; HEIDARI,
2008).

Assim ndo € surpreendente que as plantas tenham desenvolvido vérios mecanismos de
protecdo contra os efeitos impostos por solos salinos. Estes mecanismos incluem aumento em
proteinas envolvidas no transporte de agua (e.g. aquaporinas), sequestro e secrecao de ions, €
aumento de osmolitos ou solutos compativeis (LEATHERWOOD et al., 2007), os quais
muitas vezes sdo armazenados em vacuolos afim de diminuir o seu potencial osmético, e
permitir absorver agua do ambiente mais eficientemente (PARIDA; DAS, 2005; SONG et al.,
2005; ZENG; WANG; ZHANG, 2010; ZHANG et al., 2010). Um bom exemplo sdo as
sementes de algumas halofitas perenes que podem germinar em niveis de NaCl iguais ou
superiores a 860 mM com a Salicornia pacifica (KHAN; WEBER, 1986) e a Cressa cretica
(KHAN, 1991). No entanto mesmo entre as halofitas, ha espécies como Zygophyllum simplex
que apresenta baixa germinacdo de sementes acima de 125mM NaCl (KHAN; UNGAR,
1997). No geral, a 6tima germinagdo em sementes de halofitas ocorre frequentemente sob
condi¢des de agua doce, entretanto, como visto, a resposta pode variar muito dependendo da
espécie.

Em habitats semiaridos, onde as condi¢des para que a germinagdo ocorra podem ser
imprevisiveis no tempo e espaco (SCIFRES; BROCK, 1972), a germinacao geralmente
acontece no periodo chuvoso, pois as chuvas mobilizam os nutrientes no solo, aumentando o

potencial osmético do substrato e diminuindo os niveis de salinidade (EL-KEBLAWY, 2004;
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UNGAR, 1995). Esse curto periodo influencia fortemente a germinagdo e o estabelecimento
de plantulas, pois estas devem crescer rapidamente para conseguir superar os estresses
ambientais severos (MEYER et al., 1971; SCIFRES; BROCK, 1972; SCIFRES; HAHN,
1971).

2.6. Efeito do estresse hidrico na fotossintese e no sistema antioxidativo

Nas plantas, existe um complexo sistema hidraulico, onde todas as partes funcionais
sdo interligadas por uma fase liquida, permitindo o movimento da agua nas folhas, no caule, e
nas raizes (DAVIES; WILKINSON; LOVEYS, 2002; JAVOT, 2002; SCHOLANDER;
HAMMEL; BRADSTREET, 1960). A teoria mais aceita afirma que esse movimento ¢
causado pela redu¢do do potencial hidrico foliar, resultante da transpiracdo foliar (E)
(DAVIES; WILKINSON; LOVEYS, 2002; JARVIS; MCNAUGHTON, 1986; NOORMETS
etal., 2001).

A condutancia estomatica (gs) ¢ o principal mecanismo fisioldgico que as plantas
vasculares dispdem para o controlar a transpiragdo foliar (£) (DAVIES; WILKINSON;
LOVEYS, 2002; JAVOT, 2002). As principais fun¢des adaptativas dos estomatos sdo a
otimizacdo das trocas gasosas, ¢ reducdo da desidratagdo, especialmente em folhas com
potencial hidrico abaixo do ponto de cavitagdo do xilema (JAVOT, 2002). A forma como a
taxa de assimilacdo de CO, (Py) relaciona-se com gs possui uma importancia ecologica, pois
quando a Py e gs variam proporcionalmente, numa relagdo linear, ¢ possivel dizer que a
concentracao interna de CO, (C) e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUA;) mantém-se
constantes, no sentido de otimizarem as trocas gasosas (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO,
2009; SOUZA; RODRIGUES; et al.,, 2010). Oliveira et al. (2002), trabalhando com
imposicdo de deficiéncia hidrica em Bactris gasipaes Kunth., observaram que, apesar de Py e
g, variarem proporcionalmente numa relagdo linear, EUA; diminuiu com o decréscimo de g,
indicando que a diminuigao de gs, durante o estresse, provocou uma reducao na eficiéncia dos
processos fotossintéticos. Por outro lado, Rocha e Moraes (1997) encontraram respostas
diferentes, nas quais foi observado um aumento no EUA;, quando g; ¢ £ foram menores do
que Px em plantas de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Provavelmente, essa
espécie esteja mais bem adaptada a deficiéncia hidrica do que a B. gasipaes, uma vez que esta
ultima ¢ uma planta caracteristica de ambiente tropical imido. Sugere-se, entdo, que o

aumento de Cj, sob baixos valores de potencial hidrico foliar, pode estar relacionado a queda
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na atividade de enzimas envolvidas no processo de fixagdo de CO, (MACHADO; MEDINA;
GOMES, 1999; MACHADO et al., 2005).

Contudo quando g; atinge valores muito proximos de 0, espera-se que o C; comece a
diminuir proporcionalmente a g, sugerindo que a limitacdo estomatica seria o fator principal
limitando o desempenho fotossintético, uma vez que quanto menor a abertura estomatica
menor a difusdo de CO, para a camara subestomatica (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO,
2009). Entretanto quando ocorre aumento no C; associado diminui¢do de g, o decréscimo de
Py indica que esta limitagdo ¢ devida ndo somente ao aumento da resisténcia estomatica, mas,
também, ao efeito do estresse hidrico sobre as enzimas do ciclo Calvin, ou sobre a capacidade
mesofilica (BOTA; MEDRANO; FLEXAS, 2004; CARMO-SILVA et al., 2012; DE SOUZA
et al., 2005; FARQUHAR; SHARKEY, 1982; GILBERT; ZWIENIECKI; HOLBROOK,
2011; NOORMETS et al.,, 2001; PERRY; KRIEG; HUTMACHER, 1983). Porém esta
afirmacdo nem sempre € verdadeira, devido a ocorréncia de fechamento nao uniforme dos
estomatos (DOWNTON; LOVEYS; GRANT, 1988). Alguns autores atribuem a manutencao
aproximadamente constante de C;, durante o estresse hidrico, a valores desuniformes de g
(GUNASEKERA; BERKOWITZ, 1992). No entanto, esta heterogeneidade ndo ¢ comum a
todas as espécies, principalmente quando o estresse ¢ imposto lentamente (GUNASEKERA;
BERKOWITZ, 1992).

Além disso ja ¢ bem documentado que sob condigdes de baixos niveis de g, onde ha
um aumento nas taxas de fotorrespiracdo, e, consequentemente, na producdo de espécies
reativas ao oxigénio (ERO) nos cloroplastos (SMIRNOFF, 1993), os quais, em altos niveis,
também podem ser considerados como um fator de limitagdo ndo estomatal de Pn. As ERO
sdo conhecidas por causarem danos ao DNA, e aos lipidios presentes nas membranas
celulares, por meio de um processo chamado de peroxidagdao (IMLAY, 2003).

O contetido de malondialdéido (MDA) tem sido apontado como um bom indicador de
dano oxidativo (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). De fato, o MDA ¢ um dos produtos
finais resultantes da peroxidagao de lipidios por ERO. Em contra partida, as plantas dispdem
de enzimas de protecdo contra ERO (e.g. superoxido dismutase - SOD) (M@LLER; JENSEN;
HANSSON, 2007; POMPELLI et al., 2010). Neste trabalho foram analisados contetdos de
SOD e MDA, pois estes sdo, resumidamente, a primeira defesa e o resultado final,
respectivamente, resultantes da presenca de ERO na planta. A SOD captura ERO no tecidos, e

produz H>O., o qual, por sua vez, € o primeiro produto do ciclo antioxidativo e um indicador
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da eficacia da SOD (CENTRITTO et al., 2005; POMPELLI et al., 2010).

Outro efeito do deficit hidrico na fotossintese ¢ a exposicdo da planta a energia
excessiva, pois niveis 6timos de luz em plantas bem hidratadas se tornam excessivos para
plantas sofrendo privacdo de agua (LUNA et al., 2005; SOUZA; MEIADO,; et al., 2010). Sob
tais condicdes, a energia captada em excesso nao se dissipa com segurancga € pode se tornar
danosa ao fotossistema II (PSII), e consequentemente, aos centros de reacdo funcionais

(DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 1992; SOUZA; MEIADO; et al., 2010).
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Abstract

The effects of osmolytes, osmotic potential (Ws), temperature and their interactions on
the germinability, germination rate and other germination parameters of the invasive shrub
Prosopis juliflora, which grows in the semiarid environmental conditions of the Caatinga in
northeast Brazil, were evaluated. To study the effects of polyethylene glycol (PEG) and NaCl
stress and temperature on germination, two separate experiments were carried out at the Plant
Ecophysiology Laboratory of the Federal University of Pernambuco in 2011. The overall
germinability decreased significantly with increases in both PEG (one-way ANOVA, Fy75 =
111.21, P <0.001) and NaCl (one-way ANOVA, F,7s=12.82, P <0.001); however, the
effects were more accentuated with PEG than NaCl. PEG-treated seeds maintained their
germinability, even when they were subjected to a W, = -1 MPa after being rinsed and allowed
to germinate on deionized water. In contrast, NaCl-treated seeds usually lost their ability to
germinate; this fact was possibly linked to the accumulation of Na* and CI in the cells, which
may have contributed to a loss of membrane function that led to the death of the embryos.
Although numerous studies describing seed germination in the presence of osmolytes have

been conducted, studies that show the interactions between osmolytes, osmotic potentials and
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temperature are scarce. The present study is the first one to describe these interactions for
Prosopis juliflora seeds.
Keywords: Caatinga, exotic species, mesquite, NaCl, osmotic stress, PEG, salinity,

seed germination, temperature

Introduction

More than 900 million ha (~20% of the total agricultural land) worldwide are affected
by salt (Zhang et al. 2010). The affected area is nearly one-fifth of the world’s irrigated land,
resulting in the loss of 10 million ha of otherwise arable land each year (Boyer 1982). Soil
salinity is one of the most important constraints that limits crop production in arid and
semiarid regions (Parida & Das 2005), resulting in reductions in crop yields by as much as
50% (Boyer 1982). Moreover, salinity impairs seed germination and reduces nodule
formation, plant development, flowering and fruit development (Khan & Gulzar 2003). Plants
have diverse cellular mechanisms to protect against specific ion effects and osmotic stresses
imposed by saline soils. These mechanisms include increases in proteins involved in water
transport (e.g., aquaporins), ion sequestration and secretion and increases in osmolytes or
compatible solutes (Leatherwood et al., 2007 and references therein).

NaCl is the predominant salt that causes salinization, and it is unsurprising that plants
have evolved mechanisms to regulate its accumulation. Salinity affects seed germination
through osmotic effects (Almansouri et al. 2001), ion toxicity (Song et al. 2005) or a
combination of the two (Meiado et al. 2010), and the effects of excess sodium ions (Na")can
critically affect biochemical processes (Apse et al. 1999). Salt and water stress can reduce
germination by limiting water absorption by the seeds (Hegarty 1977, Zeng et al. 2010),
affecting the mobilization of stored reserves (Bouaziz & Hicks 1990) or directly affecting the
structural organization or the synthesis of proteins in germinating embryos.

Seedlings are the most vulnerable stage in the life cycle of plants, and germination
determines when and where seedling growth begins (Giinster 1994). In saline environments,
adaptation of plants to salinity during germination and the early seedling stages is crucial for
the establishment of a species (Ungar 1978, Ungar 1995, Ungar 1982). Successful seedling
establishment depends on the frequency and amount of precipitation as well as on the ability
of the species’ seeds to germinate and grow while soil moisture and osmotic potentials

decrease. Most seeds are deposited near the surface of saline soil, where the concentration of
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salt is usually higher than it is below the surface (Dantas et al. 2006). Seed germination
occurs after monsoon rains, which cause a reduction in temperature and soil salinity
(Almansouri et al. 2001, Khan & Gulzar 2003). In this sense, seeds germinate rapidly at low
NaCl concentrations but remain ungerminated at high NaCl concentrations (Song et al. 2005).
This response may produce a persistent bank of viable seeds in saline environments that can
maintain the population over time, and it may be an important strategy for seed dispersal
(Ungar 1995). Therefore, rapid germination may be an adaptive strategy for the seeds of
species to take advantage of transient favorable conditions during the germination stage to
ensure seedling establishment.

Reductions in the germination percentage and delays in the onset of germination in
saline conditions are well documented. However, salinity stress seldom occurs in isolation and
its effects on seed germination may be modified by interactions with other environmental
parameters, such as temperature (Pompelli ef al. 2006, Meiado ef al. 2010) and light (Khan &
Gulzar 2003, Pompelli et al. 2006). Although numerous studies have described seed
germination in the presence of osmolytes, studies that show the interactions between
osmolytes, osmotic potentials and temperature are scarce. The principal aim of the present
study was to compare the effects of drought and salt stress on the germination of Prosopis
juliflora seeds at different temperatures. The present study was initiated to differentiate
osmotic effects from toxic effects by comparing NaCl with the metabolically inactive osmotic
agent polyethylene glycol 6000 (PEG 6000). To determine the osmotic effects, we measured
seed imbibition and the germination of seeds soaked in NaCl and PEG solutions at various

osmotic potentials and temperatures.

Materials and Methods
Study area and species studied

The Caatinga, a South American Indian name that means ‘white forest’, is a forest that
covers a 760,000 km* area of northeast Brazil (Sampaio 1995). Since 2003, the Caatinga has
been recognized as one of ‘Earth’s last wild places’ and was classified as one of the 37
‘Wilderness Areas of the World’ (Russell ef al. 2003). It is inhabited by approximately 23
million people and corresponds to the largest populated semiarid area in the world located in a
single country (Prado 2003). The vegetation of the Caatinga is strongly influenced by

topography, human disturbance and, most importantly, a combination of average annual
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rainfall and soil attributes (Sampaio 1995, Prado 2003). The Caatinga is classified as a BSh
Koppen climate with a high evapotranspiration potential (1500-2000 mm annually)
throughout the year and low pluviometric precipitation (300-1000 mm annually), which is
usually concentrated over 3-5 months (Sampaio 1995). The soil of the Caatinga is highly
saline (Dantas et al. 2006) caused by the high level of water evaporation from the soil and
poor soil drainage, resulting in an accumulation of salt at the soil’s surface (Sampaio 1995).
Moreover, it is common to drill artesian wells in the Caatinga to alleviate water shortages and
facilitate agricultural and livestock activities. This action greatly increases the soil’s salinity
from salts that were formerly present in groundwater, which strongly contributes to the
secondary salinization of the Caatinga. These events, in combination with the rapid drying of
the soil due to intense sunlight, contribute to extremely limited water availability throughout
most of the year and create conditions that greatly affect seed germination (Barbosa et al.
2003) and seedling survival in this region.

The anthropization of areas of the Caatinga have commonly led to a loss of diversity
and the establishment of exotic species such as Prosopis juliflora, which are introduced
accidentally or intentionally, as an alternative source of protein for cattle feed during periods
of water shortage.

Prosopis juliflora (Sw.) DC. (mesquite) is a native species of the North to South
America. They occur in arid and semiarid areas of Venezuela, Colombia, and Ecuador and
extend through Panama into Mexico (Pasiecznik 2001). P. juliflora is a species that is fast
growing, highly aggressive, and able to cause substratum degradation in the arid and semiarid
areas of north and northwest India (Singh 1995). P. juliflora has a broad ecological amplitude
and is adapted to a very wide range of soils and site types from sand dunes to cracking clays.
It is generally found in areas where water and poor soil fertility are the principal agents that
limit plant growth and can survive and even thrive on some of the poorest land, which is
unsuitable for any other tree species (El-Keblawy & Al-Rawai 2005). P. juliflora seems to
prefer areas subjected to high temperatures and high evapotranspiration with wide variations

in rainfall (El-Keblawy & Al-Rawai 2005, Pasiecznik 2001).

Seed collection and germination
Seeds of Prosopis juliflora (Sw.) D.C. (mean seed weight + s.d. 37.70 + 0.43 mg,

n = 100) were collected in March 2011 from plants growing in the Caatinga ecosystem of the
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Experimental Station at the IPA, Caruaru, PE. The median temperature and precipitation of
this region are 23°C and 671 £+ 54 mm, respectively, which are irregularly distributed
throughout the year (over 4-6 months). The rainy season occurs from April to August
(Agritempo 2012).

The seeds were extracted from the fruits and immediately used in these experiments.
Four replicates of 50 randomly selected seeds each were carried out for each treatment. The
treatment factors were two osmotic salts, five osmotic potentials and four temperatures, which
were applied in a randomized complete block design. In two separate experiments, drought
and salt stress were induced by different osmotic potential levels and their effects were
examined. Osmotic potential of -0.25, -0.50, -0.75 and -1.0 MPa for PEG 6000 and -0.5, -1.0,
-1.5 and -2.0 MPa for NaCl were studied. An osmotic free medium was prepared to produce
an osmotic potential of 0 MPa (control). The osmotic potentials of NaCl were calculated using
the van’t Hoff equation, ¥, = -ciRT where ¥, is the osmotic potential in MPa, c is the
concentration in mol L™, i is the dissociation constant of NaCl (i.e., 1.8), R is the gas constant
(i.e., 0.0083 L atm™ mol' K') and T is the temperature in Kelvins. For PEG 6000, the osmotic
potentials were calculated as described by Michel and Kaufman (1973). All osmotic potentials
were confirmed (ts = 91.76, >, = 0.99, p < 0.001) with a Wescor vapour pressure osmometer
(model 5600, Wescor Biomedical Systems, Utah, USA).

The seeds were pretreated with H,SO, for 5 minutes (Miranda et al. 2011), surface
sterilized in a 1% solution of NaOCI for 10 minutes, and rinsed 5 times with sterile deionized
water. Seeds were allowed to germinate in 110 mm x 110 mm x 35 mm germination boxes
lined with a triple layer of filter paper and moistened with 20 mL of sterile solution plus
Mycostatin solution 100 mg L) (Bristol-Myers Squibb Pharmaceutics, New York, NY, USA)
prior to incubation to control fungi. The germination boxes were covered with lids and kept in
a growth chamber, where the temperature was maintained at 25, 30, 35 or 40°C witha 12 h
photoperiod provided by Sylvania cool-white fluorescent lamps, which have a light intensity
of 40 pmol photons m? s, and the pots were randomly moved every day to minimize
positional effects. Germination was recorded daily for 20-d. Seeds were considered to have
germinated upon emergence of the radicle. When no seeds germinated until 20-d, we

considered germination to be completed. These data were used to determine the germinability,

germination rate (?), germination synchrony (Z), uncertainty (U) and germination index, as

described in Ranal and Santana (2006) and Zhang et al. (2010). To investigate the effect of
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darkness on germination and whether high salinities inhibited or damaged the seeds in the
dark, another set of germination boxes was wrapped in aluminum foil to exclude light and
placed in the same incubator. (Ranal & Santana 2006, Zhang et al. 2010)

To normalize the effect of each stress on germination, the sensitivity response was
calculated as the osmotic sensitivity response (OSR) and salt sensitivity response (SSR). The
OSR were calculated as [(Gy - Grec) / Gw] % 100 and the SSR were calculated as [(Gy -
Grac1) / Gw] x 100; where Gw is germination in water, Wpgg is germination on PEG solution

and Gnaa 1s germination on NaCl soluctions.

Recovery of germination

To verify the resilience of seeds exposed to low osmotic potentials, we carried out an
additional experiment to determine the NaCl and PEG concentrations that completely inhibit
germination and cause irreversible damage to embryos. The methodology used was the same
as described above. After 20-d, non-germinated seeds were delicately rinsed with deionized
sterile water, gently surface-dried with sterile filter paper and transferred to germination boxes
free of osmotic agents. Seeds were allowed to germinate for 20-d at 25°C when we considered
that germination had completed for that treatment. To ensure that the seeds used for the
experiments were viable and maintained their viability after treatments, seed viability was
determined by the ability to reduce 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride to red colored

formation (Brewer 1949).

Seed imbibition

To investigate the imbibition capacity of the seeds, four replicates of 50 seeds each were
subjected to hydration at osmotic potentials of 0, -0.5 and -1 MPa with PEG and NaCl
solutions. Seeds were allowed to imbibe the solutions for 120 h. During the first 12 h, the
samples were weighed every hour and every 24 h thereafter. At each time point, the seeds
were removed from the imbibition solution, weighed and then returned to a new solution with
the same osmotic potential (Pompelli ef al. 2010). The relative increase in the fresh weight of
the germinating seeds was calculated using the formula: [(W:-W;)/Wi] x 100, where Wi is the

initial weight of seeds and W¢ is the weight after n hours.

Statistical analysis
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The collected data were analyzed with a mixed-model ANOVA, and means were
compared using an SNK test with the statistical software package SigmaPlot 11.0 (Systat
Software Inc., Chicago, USA). The correlations were made with the statistical software
Statistica version 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). The results were considered to be

significant when P < 0.05.

Results

The variance analyses showed that there were significant differences between
osmolytes, stress levels, temperatures and their interactions. Therefore, the effects of
osmolytes (i.e., PEG and NaCl) were separated for further analysis.

Final germination percentages decreased significantly with increases in both PEG (one-
way ANOVA, F,7s = 111.21, P <0.001) and NaCl (one-way ANOVA, F475=12.82, P<
0.001). Germination of the seeds in all potentials promoted by NaCl or PEG indicated that the
PEG treatments resulted in significantly (p < 0.001) less germination than the iso-osmotic
NaCl solutions (Table 1). The germinability was inversely affected by the NaCl and PEG
concentrations, i.e., P. juliflora exhibited a reduction in germination with increases in NaCl or
PEG concentrations. During NaCl treatments, no germination occurred at -2 MPa at 40°C, and
germination was very low in osmotic potentials below -1.50 MPa, especially at higher
temperatures (Table 1). The PEG solutions inhibited the germination at osmotic potentials
below -0.75 at 40°C, and germination was greatly reduced at osmotic potentials below -0.5
MPa. Nevertheless, germination in the absence of NaCl/PEG or at low salinity was
considerably higher. The final germination percentages of seeds soaked in PEG solutions was
significantly affected by the osmotic potential (R," = 0.864, p < 0.001) and temperature (R, =
-0.444, p <£0.001). Similar results were obtained for seeds soaked in NaCl as for the seeds
soaked in PEG solutions; however, the correlations returned fewer negative values.

The seeds that were germinated in NaCl had the highest percentage of germination at a
temperature of 35°C (Table 1) with a lower ¢ (Table 2). However, at osmotic potentials below
-1 MPa, the best temperature for germination was 30°C because higher temperatures, together
with more negative osmotic potentials promoted an acceleration in the metabolism of the seed
and the death of the embryo; this finding was confirmed by the tetrazolium test (data not
shown). However, for seeds germinated in PEG, the pattern was different because for osmotic

potentials below to -0.5 MPa, the optimum temperature for germination was 25°C (Table 1-2).
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The effects of temperature on the germination rate (Table 2), germination synchrony (Table 3)
and uncertainty (Table 4) were not clear because the best temperature depended on the
considered parameters.

For the germination rate, germination synchrony and uncertainty, the results showed
that an increase in salt concentration promoted slower or more unsynchronized germination
(Table 2-4). The ¢ value increased with a decrease in the osmotic potential for both NaCl and
PEG solutions. The germination of P. juliflora can be classified as fast because ¢ was less than
5 days. However, at osmotic potentials below to -0.5 MPa with PEG or -1.5 MPa with NaCl,
its germination was considered to be intermediate. Regardless of the temperature, germination
always began on the second day, except in seeds allowed to germinate at osmotic potentials
below -0.50 MPa or -1.5 MPa with PEG and NaCl, respectively, when germination began on
the fourth day or later (Fig. 1).

All osmotic potentials, germinating seeds reached a water content of approximately
0.88 mg H,O mg™' fresh weight when treated with either PEG or NaCl. A positive relationship
between the osmotic potential and the seed water content of germinating seeds was noted;
however, seeds soaked in NaCl imbibed water faster than seeds soaked in PEG (Fig. 2). Seeds
allowed to imbibe a solution at an osmotic potential of -0.5 MPa exhibited increases in fresh
weight of 55% and 32% in NaCl and PEG solutions, respectively. In contrast, seeds allowed
to imbibe a solution at an osmotic potential of -1 MPa exhibited increases in fresh weight of
53% and 26% (Fig. 2). It is worth to note that seed imbibe fresh water (0 MPa) exhibited
increases in their fresh weight of at least 105%.

P. juliflora seeds completely recovered from treatment with -1 MPa PEG because after
being rinsed with deionized water, these embryos exhibited a similar germinability (99.5 +
0.5%) with osmotic agent free treatment within 3-4 days. In contrast, seeds that did not
germinate in the presence of -2 MPa NaCl completely lost their germination capacity because
the germination percentage during the recovery period was 0% (Table 5).

Compared with PEG treatments, the germination indices of P. juliflora seeds were
typically greater for NaCl treatments, and seeds incubated in NaCl germinated at more
negative osmotic potentials (Fig. 3). The relationship between the external osmotic potential
and the germination index was linear, and NaCl had a smaller negative effect than PEG. The
amplitude increased with temperature. However, in PEG, the gradient of the lines was

significantly affected by increases temperature, with seeds at low osmotic potentials failing to
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germinate. No significant difference in the relationship between the osmotic potential and the
germination index was observed between the NaCl and PEG treatments at 25°C and 30°C, but
strong differences were observed at other temperatures.

Seeds that were allowed to imbibe PEG solutions showed the highest sensitivity
responses because germination was almost completely inhibited under moderate osmotic
stress. In contrast, seeds that were allowed to imbibe NaCl solutions displayed the lowest
sensitivity responses because germination was only slightly affected by the same stress. The
range of variation in osmotic and salt sensitivity responses was between 0 and 100% and 0
and 4% at -1 MPa of PEG and NaCl, respectively. The osmotic salt sensitivity responses were

found to be highly correlated (p < 0.001) (data not shown).

Discussion

Prosopis juliflora may be classified as an aphotoblastic species because its germination
can proceed under both light and dark conditions. The data obtained in the present study
corroborate with others studies of the Prosopis species (El-Keblawy & Al-Rawai 2005,
Miranda et al. 2011, Villagra 1995, Perez & Moraes 1994). The study of the effect of light on
P. juliflora seed germination was the secondary objective of the present study because many
studies of seed germination in the presence of salt have been conducted under dark conditions.
Thus, a previous experiment was carried out in which the aphotoblastic behavior of this
species was determined because the percentage of germination in dark and light were never
significantly among then (data not shown). Therefore, only data obtained in the light have
been presented in this study because these data were easier to obtain and thus more reliable.

Peres and Tambelini (1995) described that the germination of P. juliflora as severely
inhibited in the presence of NaCl. The results obtained in the present study disagree with
those authors because the germinability of P. juliflora at 25°C or 30°C was not severely
affected by osmotic potentials up to -2 MPa (Table 1). One possible explanation for such
different results may be that the seeds utilized by Peres and Tambelini (1995) had previously
been stored in sealed containers at temperatures between 5 and 10°C for five years, which
may have affected seed vigor and most likely their germinability (Escandon et al. 2013).

The results of the present study showed that the germination parameters are inversely
proportional to the NaCl or PEG concentration at all temperatures tested. Therefore, the

temperature that best promotes the germination of P. juliflora is strongly affected by its
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interactions with the osmotic potential of the substrate where the germination occurs. Similar
to other species (Barbosa et al. 2003, Meiado et al. 2010), P. juliflora is able to germinate at
higher temperature ranges, such as those normally registered in the Caatinga ecosystem
(Sampaio 1995). Although Meiado et al. (2010) did not test the combined effects of
temperature and osmotic potencials, this authors found that the seeds of Cereus jamacaru had
the highest germinability and lowest # when germinated at 30°C, compared to other
temperatures. Similar profiles were previously reported for Prosopis juliflora (El1-Keblawy &
Al-Rawai 2005), P. argentina and P. alpataco (Villagra 1995), Dyckia encholirioides
(Pompelli et al. 2006) and some perennial grasses (Khan & Gulzar 2003).

Many researchers have reported that NaCl has a greater effect on germination and the
early seedling stages than PEG (Mohammadkhani & Heidari 2008). However, in this study,
we shown that PEG concentration was always more detrimental to the final germination
percentage than the NaCl concentration. P. juliflora seeds treated with PEG germinated at
osmotic potentials up to -0.5 MPa, and there was an abrupt decrease of germinability at
osmotic potentials lower than -0.75 MPa. In contrast, seeds treated with NaCl did not exhibit
a significant decrease in their germinability until -1.5 MPa. In other non-halophyte species,
the osmotic potential that completely inhibits germination is generally greater than -1.5 MPa
(Haigh & Barlow 1987, Hegarty 1977), while the threshold may be less than -5 MPa in
halophyte species (Ungar 1982, Ungar 1978, Debez et al. 2004). The results of the present
study on P. juliflora seed germination corroborate other studies on non-halophyte species,
including P, juliflora (Zeng et al. 2010, Mohammadkhani & Heidari 2008, Zhang et al. 2010,
Nassif & Perez 1997, Meiado et al. 2010, Peres & Tambelini 1995, Peres & Moraes 1991)

Na" is a small ion that can easily pass through cell membranes (Mansour & Salama
2004), and cells must expend energy to pump it out; otherwise, the water activity decreases
and all metabolic pathways can be disturbed or disrupted, causing some misbalance in the
energy production-consumption (Mohammadkhani & Heidari 2008). Na* can contribute to an
increase in amylases, proteases or lipases activity (Ashraf & Foolad 2005). Moreover, the
elongation process and the synthesis of cell wall carbohydrates are susceptible to water deficit
(Sgherri ef al. 1996) and are adversely affected by NaCl (Prisco & Gomes Filho 1978).
Recent reports suggest that Na" may limit the mobilization of starchy endosperm reserves in
several species (Bouaziz & Hicks 1990), reducing the germination percentage. However,

Almansouri et al. (2001) showed that in seeds soaked in PEG and NaCl the content of starch
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and soluble sugars was slightly lower than in control seeds, suggesting that a difference
between the effects of NaCl and PEG on reserve mobilization is not the underlying cause of
their contrasting effects on germination processes.

Although Na“ is a major cation present in the soil, it is not considered to be an essential
mineral for most plants. In saline soils such as the Caatinga’s (Dantas et al. 2006), high
concentrations of Na" disrupt the balance of other minerals such as K', thereby causing a
reduction in cell turgor. A reduction in cell turgor leads to a drastic reduction in the rates of
root and leaf elongation (Hegarty 1977, Verslues et al. 1998). This observation suggests that
the salt acts primarily on water uptake (Hegarty 1977). Furthermore, the high intracellular
concentration of Cl" or Na' ions can inhibit some metabolic pathways (Campos et al. 2012),
slowing germination and subsequent events, all that, in totum, leads to cell death. In contrast,
seeds of salt-tolerant species tend to have lower osmotic potentials, allowing them to absorb
water from the environment (Zhang et al. 2010). This decrease in osmotic potential can be
achieved in one of two ways: exclusion of salt from the cytosol by vacuolar
compartmentalization (Apse et al. 1999, Gao et al. 2003, Song et al. 2005), while maintaining
an osmotic potential with organic solutes or by allowing Na" and CI  to enter the cells and
using them as osmolytes while using mechanisms to mitigate the toxic effects of salt within
the cell (Parida & Das 2005). These mechanisms generally involve the overexpression of the
tonoplast Na'/H"™ antiporter genes (Apse et al. 1999) or the proton pumps (ATPase)
(Hahnenberger et al. 1996). Furthermore, in Arabidopsis plants, the expression of SOD2, an
Na'/H" antiporter on the plasma membrane, may restore the ability of the cells to export Na*
and greatly increases their resistance to Na', improving seed germination and seedling growth
(Gao et al. 2003).

Under PEG-induced water stress, a gradual decrease in osmotic potential causes a
gradual decrease in germination, and this is correlated with the inhibition of storage protein
degradation. Germination and the breakdown of storage proteins are likely both affected by

low osmotic potentials (Khademi et al. 1991, Song et al. 2005). The lower germinability and

increase in t of PEG-soaked seeds may be attributed to a reduction in oxygen availability at
the surface of the seed due to the high viscosity of PEG 6000. Like the availability of water,
the oxygen concentration (Verslues et al. 1998) can strongly affect the rate of seed

germination because PEG acts as a barrier to gas exchange during seed imbibition (Verslues

et al. 1998). Therefore, it is possible that the delay in seed germination of the PEG-soaked
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seeds may have been due to a delay in water uptake caused by this osmolyte (Fig. 2).
Moreover, the OSR2 and OSR4 QTLs were identified only when Arabidopsis seeds were
incubated on a PEG solution (Vallejo et al. 2010). This results suggests that these OSR QTLs
operate as a common molecular component of the signaling network that controls germination
under low osmotic potentials generated by osmotic conditions and that they are relevant in the
adaptation of plant populations to different ecological environments.

The uptake of water by seeds can be considered to occurs in three sequential steps:
imbibition, metabolism leading to initiation of radicle growth, and radicle emergence (Bewley
1997). A threshold level of hydration is required for subsequent radicle elongation (Bewley
1997). It can be hypothesized that in the presence of PEG, i.e., an inert osmoticum that cannot
enter the apoplast (Carpita et al. 1979), water is withdrawn not only from the cell but also
from the cell wall. Therefore, the inhibition of germination is attributed solely to osmotic
effects and not to ionic effects (Michel & Kaufmann 1973), which may have contributed to
the decrease in germinability of seeds soaked in PEG (Fig. 1). The relative increase in the
fresh weight of germinating seeds was invariably highest in the control and lowest in all PEG-
and NaCl-treated seeds at all temperatures (see Fig. 2 for seeds soaked at 25°C). This results
confirms that these osmolytes had an inhibitory effect on water uptake by the seeds. Khademi
et al. (1991) reported that low osmotic potentials delay water uptake, increase the length of
the water uptake plateau, and subsequently delay or prevent germination. However, the
inhibitory effect of PEG on germination might not be solely related to water uptake because
the increase in fresh weight during the first hours of germination appeared to be similar to the
controls (Fig. 2). Thus, the higher rate of germination observed in NaCl than in PEG could be
explained by a more rapid water uptake in the NaCl solution (Fig. 2) (Song et al. 2005) and
achievement of a moisture content that allowed germination, as previously reported in maize
(Mohammadkhani & Heidari 2008) or durum wheat (Almansouri et al. 2001) during seed
imbibition and germination. In other words, NaCl did not prevent water uptake by the
germinating embryo and, in this case, injuries appeared after ion accumulation at a later stage
in the germinating process (Almansouri et al. 2001).

When the osmotic potential was sufficiently low, e.g., -0.75 MPa (for PEG solutions) or
-1.5 MPa (for NaCl solutions), the seeds could contain sufficient water to start the
germination process (Phase I and II) (Fig. 2) without passing to root cell growth (Phase III)
(Fig. 3). The drop in the rate of water uptake by seeds when they were soaked in NaCl and
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PEG solutions of increasing concentrations was most likely caused by the decrease in the
osmotic potential gradient between the seeds and their surrounding media. The processes of
elongation and cell wall synthesis are highly sensitive to water deficiency (Wenkert et al.
1978) and reductions in growth could occur due to decreases in the turgors of these cells. Very
negative osmotic potentials, especially at the beginning of imbibition, influence the absorption
of water, which begins the sequence of events that culminate in seed germination (Hegarty
1977). We hypothesized that the characteristics of stronger germination and higher ¢ in
drought conditions may be favorable traits in arid environments. However, in arid
environments that are also saline, these traits are lethal.

Increased salinity leads to a reduction and/or delay in the germination of seeds of both
halophytes and glycophytes (Ungar 1982, Khan & Gulzar 2003, El-Keblawy & Al-Rawai
2005). The results of the present study show that in P, juliflora seeds, t was more affected by
osmotic stress than germinability in all tested osmotic solutions, temperatures and osmolytes
(Table 2). P. juliflora seeds show an increased ¢ at -0.5 MPa of PEG, while for NaCl the
increase was only significant at osmotic potentials below -1 MPa. Water stress can reduce
both the germinability and ¢, and there is a wide variation of responses among species
(Bewley 1997). Thus, species that are more tolerant of, or better adapted to, water stress have
the ecological advantage of better seedling establishment in areas subjected to water deficit.
These parameters can contribute substantially to an understanding of seed germination
processes and seedling recruitment in the field, which are influenced by water and/or salt
stress. The decrease in germination parameters (e.g., germinability, germination rate,
synchrony and uncertainty) after water or osmotic stress has been previously reported in some
species including P. juliflora (Leatherwood et al. 2007, Nassif & Perez 1997, Zhang et al.
2010, Peres & Tambelini 1995).

The results of the present study show that 77% of the seeds treated with NaCl at an
osmotic potential of -2 MPa did not germinate even after 20-d (Table 5), and the germinability
of the non-germinating seeds was not recovered even after the transfer of the seeds to
deionized water. Two processes mediated this reduction: osmotic effects due to a declining
osmotic potential, creating water stress on the surface of the seeds, and ionic effects due to

seed ion uptake and/or accumulation. When soaked in -0.88 MPa of NaCl at 12°C, the Na*
concentration of barley seeds was increased to 4 g g dry weight during the first 72 h of

incubation (Zhang et al. 2010). This fact may have caused the damage of the seed membranes
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(i.e., perhaps they became more fluid), thereby preventing germination even after the
alleviation of the stress. The specific cause for the lack of germination in the non-germinating
seeds is unclear, although the water content of the seeds treated with NaCl was generally
higher, suggesting that osmotic limitation of water influx is unlikely to be the cause (Zhang et
al. 2010). It seems plausible that the membrane integrity may have been compromised or that
salt accumulation may have caused a loss of tonoplast Na'/H" antiporter function, thus
preventing germination (Debez ef al. 2004). The lack of the recovery in seeds treated with
NaCl was previously reported in P. juliflora (Perez & Moraes 1994) similar to other cultivated
species (Zhang et al. 2010). However several other studies showed that NaCl-treated seeds are
still able to germinate after rinsing (Pujol et al. 2000, Ungar 1978, Ungar 1995, Ungar 1982);
although most of these studies focused on halophyte species. Glycophyte seeds cannot remain
viable for long periods under extremely high salinity/osmotic stress and germinate at a later
time when the osmotic potential of the medium has been increased (Khan & Gulzar 2003,
Ungar 1978).

When transferred to deionized water, the non-germinating seeds exhibited distinct
behaviors depending of whether they been treated with PEG or NaCl. Seeds treated with PEG
readily recovered their germinability (100%) (Table 5). This results indicates that P. juliflora
seeds can remain non-germinated and viable on the soil surface; however, if the water stress is
accompanied by salt stress, the viability of the seeds can be severely impaired. This may have
ecological significance within highly saline environments, reflecting a physiological response
that was under strong selective pressure during the evolution of these species (Ungar 1982).
The suspension of germination of salt-adapted species under high salt conditions might
represent an alternative strategy; it may be a method of escape or avoidance that facilitates
successful completion of the life cycle in a high stress environment without damage (Ungar
1982, Song et al. 2005, Leatherwood ef al. 2007). In the Caatinga, seeds normally germinate
in rainy conditions (Barbosa et al. 2003), instead of dry conditions to avoid the increase in the
of salt concentration of the soil (Dantas ef al. 2006) caused by high levels of evaporation. This
response might be favorable for germination of the species, as even during the rainy season in
the Caatinga, the salt concentration at the soil interface may be rapidly alleviated (Giinster
1994). This trait might be related to the high rain level in the Caatinga: despite being
restricted to a short period over the year (only a few days), it can reach values of up to 900

mm in some areas of the ecosystem (Sampaio 1995) and keep the soil humid for long enough
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to complete the germination process. Thus, for the successful establishment of plants in saline
environments, seeds must remain viable at high salinity and germinate when salinity
decreases (Ungar 1978, Ungar 1995). According to Flores and Briones (2001), the
relationship between germination patterns and water availability highlights an important
adaptation of species that germinate in arid and semiarid ecosystems, and these species would
have an advantage in these environments (Pasiecznik 2001). Maybe this is one reason for the
great reproductive success of P. juliflora in the Caatinga environment (Miranda et al. 2011,
Perez & Moraes 1994).

Prosopis species survive and grow at salinity levels equal to that of sea water (Felker et
al. 1981) and in soils with a pH of 10.5 (Singh 1995). P. juliflora has been found to tolerate
salinity levels up to 18,000 mg NaCl L' with no reduction in growth or survival and still
grows at 36,000 mg L™ NaCl (Felker et al. 1981). However, El-Keblawy and Al-Rawai (2005)
showed that P. juliflora has a depressive effect on the number, richness, evenness, density and
frequency of associated native species because this species has a the potential to alter primary
productivity, decomposition, hydrology, nutrient cycling, and natural disturbance regimes.
The success of exotic plants in invading some communities has been attributed to the
superiority of the exotic species over the native species in some measurable traits, such as
reproductive and dispersal capabilities, seedling establishment and survivorship, genome size,
phenotypic plasticity, growth-related characteristics, plant height, phenology, allelopathy and
plant-soil relationships (Pasiecznik 2001). The present study adds one more factor: high
germinability, even in soils with high levels of salinity or sails that are affected by long
periods without rain. Furthermore, the mechanical dormancy exhibited by P. juliflora
(Miranda ef al. 2011) allows the lifespan of the seeds to be extended, allowing the formation
of a persistent seed bank in the soil ant the distribution of the germination over time and
space. This strategy can increase the likelihood that the species will find conditions for the

establishment of their seedlings.

Conclusion

The results of the present study showed that the germinability, germination rate and
germination requirements of P, juliflora differ significantly depending on the osmotic
potential and temperature; thus, P. juliflora may be considered to be a halotolerant species.

This trait ensures that even when conditions are not ideal, only a portion of the seeds will
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germinate at one time, which is particularly important for species survival in arid
environments that are characterized by spatial and temporal unpredictability in rainfall. Water
stress can act positively in the establishment of this species because it promotes a delay in the
germination rate and synchrony. In natural conditions, P. juliflora exhibited heterogeneity in
germination; thus, germination is distributed over time and space, increasing the likelihood
that a seedling will find conditions that are favorable for its establishment and development.
Overall, the reduced seed germination due to reduced water availability is one of the special
survival strategies used by P. juliflora in the semiarid Caatinga, because germination rate and
synchrony are good indices for evaluating the occupation ability of a species in a given
ecosystem. These findings could help both explain the rapid increase of the P. juliflora in the

Caatinga and manage this species in this environment.
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Legend of Figures

Figure 1. Time course of germination (%) during the 20-d that seeds were in contact with
distilled water (0 MPa) or solutions of PEG (A-D) or NaCl (E-H). The temperatures of
incubation were 25°C (A, E), 30°C (B, F), 35°C (C, G) or 40°C (D, H). Each point represents
the mean of four replicates.

Figure 2. Increase in fresh weight of P. juliflora seeds that were germinated in iso-osmotic
solutions of NaCl and PEG. The osmotic potentials of solutions were 0 (control), -0.5 MPa
(left panel) and -1.0 MPa (right panel) after 120 hours at 25°C. The vertical bars indicate the
standard errors of the means. n = 4.

Figure 3. The germination index plotted against the external water potential for P. juliflora
seeds in contact with PEG (A-D) or NaCl (E-H) at 25°C (A, E), 30°C (B, F), 35°C (C, G) and
40°C (D, H). The symbols represent seeds germinated in NaCl or PEG as indicated. The
vertical bars indicate the standard errors of the means. n = 4.
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Table 1. Germinability (%) of Prosopis juliflora seeds at different concentrations of PEG 6000 and NacCl at 25,
30, 35 or 40°C. The values represent the media (+ SE) of four replicates of 50 seeds each. Means that are
followed by different uppercase letters within columns or by different lowercase letters within rows for each

attribute are significantly different (P < 0.05, Newman-Keuls test).

PEG 6000 25°C 30°C 35°C 40°C
solution (MPa)

0 100.0+0.0 Aa 100.0+ 0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa
-0.25 97.5+£25 Aa 99.0+1.0 Aa 100.0£0.0 Aa 98.0+0.8 Ba
-0.50 99.0+1.0 Aa 93.0+£3.3 Bb 95.0+1.7 Bb 10.0£22 Cc
-0.75 51.5+43 Ba 40+23 Cb 25+£05 Cb 0.0+0.0 Dc
-1 0.0+0.0 Ca 0.0£0.0 Da 0.0+0.0 Da 0.0+£0.0 Da
NaCl solution 25°C 30°C 35°C 40°C
(MPa)

0 100.0+0.0 Aa 100.0+£0.0 Aa 100.0+£0.0 Aa 100.0£0.0 Aa
-0.50 100.0+0.0 Aa 100.0+0.0 Aa 98.0+12 Aa 96.0+0.8 Bb
-1 96.0+0.8 Ba 98.5+1.0 Aa 96.0+14 Ba 98.5+1.0 Aa
-1.50 95.8+0.7 Bb 98.5+15 Aa 98.5+1.0 Aa 105+1.0 Cc
-2 94.5+13 Ba 94.0+0.8 Ba 24.0+22 Cb 0.0+0.0 Dc
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Table 2. The germination rate ( z , days) of Prosopis juliflora seeds at different concentrations of PEG 6000 and
NaCl at 25, 30, 35 or 40°C. The values represent the media (+ SE) of four replicates of 50 seeds each. Means
that are followed by different uppercase letters within columns or by different lowercase letters within rows for
each attribute are significantly different (P < 0.05, Newman-Keuls test).

PEG 6000 25°C 30°C 35°C 40°C
solution (MPa)

0 1.38+0.03 Aa 1.27+0.02 Aa 1.01£0.01 Aa 1.07+0.02 Aa
-0.25 2.05+0.14 ABa 1.84+0.10 ABa 1.78£0.01 ABa 3.68+0.16 Bb
-0.50 2.72+0.16 Ba 2.66+0.17 Ba 2.96+0.07 Ca 423+139 Bb
-0.75 6.03+£0.42 Cb 9.00+0.71 Cc 3.63+038 Ca -

-1 — - — —

NaCl solution 25°C 30°C 35°C 40°C
(MPa)

0 1.24+£0.04 Aa 1.03£0.01 Aa 1.02+0.01 Aa 1.04+£0.01 Aa
-0.50 1.83+0.05 Bb 1.10+£0.02 Aa 1.08 £0.01 Aa 2.33+0.03 Bc
-1 2.70+£0.08 Cb 1.90+0.03 Ba 1.82+0.12 Ba 2.73+£0.09 Cb
-1.50 4.99+0.02 Dd 2.99+0.06 Ca 337+£0.01 Cb 439+0.14 Dc

-2 6.52+0.15 Eb 4.39+0.03 Da 7.75+0.34 Dc ---
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Table 3. The germination synchrony (Z) of Prosopis juliflora seeds at different concentrations of PEG 6000 and
NaCl at 25, 30, 35 or 40°C. The values represent the media (£ SE) of four replicates of 50 seeds each. Means
that are followed by different uppercase letters within columns or by different lowercase letters within rows for
each attribute are significantly different (P<0.05, Newman-Keuls test). nd = not determined.

PEG 6000 25°C 30°C 35°C 40°C
solution (MPa)

0 0.57+0.04 Ab 0.63+0.02 Ab 0.98+0.01 Aa 0.93+0.02 Aa
-0.25 0.47+0.01 Bb 0.45+0.01 Bb 0.65+0.01 Ba 0.28+0.05 Bc
-0.50 0.41+£0.04 Ba 0.42+0.05 Ba 0.41+0.05 Ca 0.15+£0.05 Cb
-0.75 0.17+£0.02 Cb 0.33+£0.10 Ca 0.00+£0.00 Dc ---nd ---

-1 ---nd --- ---nd --- ---nd --- ---nd ---
NaCl solution 25°C 30°C 35°C 40°C
(MPa)

0 0.65+0.04 Ab 0.94+£0.02 Aa 097+£0.02 Aa 0.93+£0.02 Aa
-0.50 0.64 £0.07 Ab 0.82+0.03 Ba 0.89+£0.01 Aa 0.44+0.03 Bc
-1 0.39+0.01 Bb 0.72+0.02 Ca 0.43+0.04 Bb 0.43+0.06 Bb
-1.50 0.33+0.01 Bb 0.54+0.03 Da 0.37+0.02 Bab 0.47+0.05 Ba

-2 0.34+0.03 Ba 0.37+0.03 Ea 0.20+£0.05 Cb ---nd ---




Table 4. The uncertainty (U) of Prosopis juliflora seeds at different concentrations of PEG 6000 and NacCl at 25,

55

30, 35 or 40°C. The values represent the media (+ SE) of four replicates of 50 seeds each. Means that are
followed by different uppercase letters within columns or by different lowercase letters within rows for each
attribute are significantly different (P<0.05, Newman-Keuls test). nd = not determined.

PEG 6000 25°C 30°C 35°C 40°C
solution (MPa)

0 1.06 £0.08 Ab 0.90 +£0.05 Ab 0.07+0.04 Aa 0.22+0.04 Aa
-0.25 1.36 £0.10 Ab 1.33+£0.06 ABb 0.76 £0.01 Ba 2.08+0.17 Bc
-0.50 1.41+£0.15 Aa 1.49+£0.17 Ba 1.60+£0.17 Cab 1.96£0.33 Bb
-0.75 2.58+0.12 Bc 1.00£0.01 Ab 0.01 £0.01 Aa ---nd ---

-1 ---nd --- ---nd --- ---nd --- ---nd ---
NaCl solution 25°C 30°C 35°C 40°C
(MPa)

0 0.82+0.08 Ac 0.18+0.07 Aa 0.10£0.06 Aa 0.22+£0.04 Aa
-0.50 0.86+£0.16 Ab 0.46 +£0.07 ABa 0.32+£0.01 Aa 1.32+0.08 Bc
-1 1.48+0.04 Bb 0.72+0.07 Ba 1.29+0.12 Bb 1.50+0.14 Bb
-1.50 1.66 +£0.07 Bb 1.23+£0.12 Ca 1.63+0.05 Cb 1.94+0.04 Cb
-2 1.76 £ 0.12 Bab 1.56+0.16 Da 2.07+0.30 Db ---nd ---




Table 5. Percentage of germinated seeds (GS), non-germinating seeds (NGS) and seeds germinated after
recovery (SGR) of Prosopis juliflora at different osmotic potentials of NaCl and PEG. The seeds were
germinated at 35°C. The values represent the media (+ SE) of four replicates of 50 seeds each.

MPa, Osmolyte GS NGS SGR
-0.75 MPa, PEG 2.5+0.5 97.5+0.5 99.1+0.7
-1 MPa, PEG 0+0 100.0 £0.0 99.5+0.5
-1.5 MPa, NaCl 98.5+1.5 1.5+1.2 0+0

-2.0 MPa, NaCl  23.0+1.29 77.0+1.3 0+0
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Capitulo 111
Limitacoes fotossintéticas de Prosopis juliflora (Sw.) DC sob estresse
hidrico

(Este manuscrito devera ser enviado para a revista Environmental and Experimental Botany

no periodo de Maio a Julho de 2013)
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Limitacoes fotossintéticas de Prosopis juliflora (Sw.) DC sob

estresse hidrico

Miranda, RQ; Pompelli, MF; Almeida-Cortez, JS

Resumo

Para identificar e analisar os principais mecanismos ecofisiologicos de tolerancia a
seca da espécie Prosopis juliflora (Sw.) DC., foram avaliadas as relagdes de Pn, Ci, CHR;,
compostos organicos e atividade enzimatica, sob sete niveis de estresse hidrico. Os valores de
Py apresentaram um declinio logo apds o segundo dia de experimento em todos os
tratamentos. g (r* = 0,8619, p<0,05) ¢ E (r* = 0,8384, p<0,05) apresentaram o mesmo padrio.
Ja a concentracao interna de CO, (Ci/C,) revelou dois comportamentos distintos, sendo nos
tratamentos de 15 e 50% de capacidade de campo, uma relagdo positiva com Py (1> = 0,7186,
p<0,05), € nos tratamentos de supressdo total de rega, um padrido inverso (r* = -0,2129,
p<0,05). Sob condi¢des ideais, g5 e Py variam proporcionalmente, numa relacdo linear,
mantendo Ci/C, e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EUA;) constantes, no sentido de
otimizarem as trocas gasosas. Contudo quando ocorre aumento no C;, o decréscimo de Px
indica que esta limitacdo ¢ devida a um decréscimo na eficiéncia de carboxilagdo acontece
devido a influéncia de fatores nao-estomadticos (e.g. limitacdo da capacidade mesofilica).
Neste estudo, P. juflilora apresentou ambas limitagdes de Py de acordo com a intensidade do
estresse imposto. Quando sob 50% e 15% de capacidade de campo as plantas apresentaram
alta eficiéncia no uso da agua, e na capacidade de conter danos oxidativos em maiores
proporcoes. Porém com o aumento da severidade do estresse, a eficiéncia de carboxilagdo
(Pv/C) e EUA, em plantas jovens de P. juflilora, sao substancialmente reduzidos, ameagando

o crescimento e a sobrevivéncia dessas plantas.

Palavras chaves: Caatinga; espécie exoOtica; algaroba; trocas gasosas; deficit hidrico.
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Abstract

To identify and analyze the main adaptive strategies of Prosopis juliflora (Sw) DC to
withstand drought conditions. We evaluated the relation of Py, Ci, RWCy, organic compounds
e enzymes, under different levels of water stress. Net photosynthesis (Px) declined right after
the second day of experiment in all treatments. g, (r* = 0.8619, p<0.05) ¢ E (r* = 0.8384,
p<0.05) followed the same pattern. However intracellular carbon (Ci/C,) presented two
different patterns, when plants were treated with 50% and 15% of total water capacity soil, a
positive relation with Py was observed (1> = 0.7186, p<0.05), and when plants were subjected
to total suppression of water, a negative relation was revealed (r* = -0.2129, p<0.05). Under
ideal conditions, g, and Py vary proportionally in a linear relationship, while keep C/C, and
intrinsic water use efficiency (WUE;) constants to optimize gas exchanges, characterizing a
pure stomatal limitations of Py. However when C; increase with Py reduction, a decrease in
carboxilation efficiency can be observed, and it's likely to be due to non-stomatal limitations
of Py, such as limitations in mesophilic capacity. In this study, P. juflilora presented both
limitations of Px. When under 7.90% (50% of soil water capacity) and 3.33% (15%) of soil
moisture, plants of P. juliflora supported well the hydric stress, showing high water use
efficieny, high capacity to counter oxidative damage. However when stress became more
severe, carboxilation efficiency (Px/Ci) and WUE; of P. juflilora plants were substantially

reduced, threating growth and survival of this species.

Keywords: Caatinga; exotic species; mesquite; gas exchange; water deficit.
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1. Introducao

Em ecossistemas onde predominam ambientes aridos e semidridos, as plantas estdo
geralmente sujeitas ao estresse hidrico sazonal, o qual limita o crescimento e o
desenvolvimento (Bota et al. 2004; Elfadl e Luukkanen 2006; Boutraa 2010). Nestes
ecossistemas, as arvores se distinguem em sua habilidade de superar essas condigdes xéricas,
pois desenvolveram ao longo da evolugdo mecanismos complexos para enfrentar varios
estresses ambientais (Shirke e Pathre 2004; Elfadl e Luukkanen 2006). Estes funcionam
provocando e regulando mudancas fisioldgicas e bioquimicas, as quais estdo coletivamente
relacionadas com os mecanismos de tolerancia a seca (Souza et al. 2010a).

O principal mecanismo fisioldgico que as plantas vasculares dispdem em situagdes de
déficit hidrico ¢ a capacidade de regular a condutincia estomatica (gs) (Javot 2002; Souza et
al. 2010a), pois esta controla a transpiragdo, reduzindo significativamente a perda de agua
pelas folhas (Javot 2002). Ademais, a forma como g relaciona-se com a taxa de assimilacdo
de CO, (Pn) possui uma importdncia ecologica, pois quando gs e Py variam
proporcionalmente, numa relagdo linear, ¢ possivel dizer que a concentragao interna de CO,
(Ci) e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUA;) mantém-se constantes, no sentido de
otimizarem as trocas gasosas (Chaves et al. 2009; Souza et al. 2010b).

Contudo quando g; atinge valores muito proximos de zero, espera-se que o C; comece
a diminuir proporcionalmente a g, sugerindo uma limitacdo estomatica de Py, na qual ha um
aumento da resisténcia a difusdo de CO, para a camara subestomadtica (Chaves et al. 2009).
Entretanto quando ocorre aumento no Cj, o decréscimo de Py indica que esta limitacdo ¢
devido a um decréscimo na eficiéncia de carboxilagao causada principalmente por influéncia
de fatores ndo-estomaticos (e.g. limitagdo da capacidade mesofilica, limitagdo bioquimica no
ciclo de Calvin) (Noormets et al. 2001; Carmo-Silva et al. 2012). Além disso ja ¢ bem
documentado que sob condicdes de baixos niveis de g, hd um aumento nas taxas de
fotorrespiracao, e, consequentemente, na producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROs)
nos peroxissomos (Smirnoff 1993), os quais, em altos niveis, também podem ser considerados
como um fator de limitagdo nao-estomatica de Py (Imlay 2003).

Diversos estudos t€ém focado em anélises de trocas gasosas e bioquimica de plantas de
ambientes aridos e semiaridos (e.g. Souza et al. 2010b; Pompelli et al. 2010; Rodrigues et al.
2011; Campos et al. 2012), relatando o comportamento das plantas tanto sob condigdes

naturais de estresse hidrico como sob condigdes artificiais em casa de vegetagdo. Nestes
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estudos a escassez de agua tem sido reportada como o principal estresse limitante da
produtividade vegetal (Souza et al. 2010a; Rodrigues et al. 2011). Este trabalho estudou os
principais mecanismos ecofisiologicos de tolerancia a seca da espécie Prosopis juliflora (Sw.)
DC., a qual tem sido introduzida e naturalizada em muitas areas aridas e semiaridas no mundo
(El-Keblawy e Al-Rawai 2006), e ¢ conhecida por possuir crescimento rapido, e fixar

nitrogénio (El-Keblawy e Al-Rawai 2006; Gallaher e Merlin 2010).

2. Material e métodos
2.1. Planta estudada e local de pesquisa

Prosopis juliflora (Sw.) DC. possui habito arbustivo-arbdreo, raramente crescendo
mais que 10 metros (Gallaher e Merlin 2010), além de apresentar produtividade maxima em
areas com agua em abundancia (Elfadl e Luukkanen 2006). P. juliflora ¢é classificada como
uma espécie “sempre verde” na Caatinga, pois mantem as folhas mesmo em periodos de
estiagem. P. juliflora tem um sistema radicular do tipo pivotante e relativamente profundo
podendo alcangar 20-25 m de profundidade (Pasiecznik et al. 2001), e suas folhas sdo
compostas, bipinadas, apresentando filotaxia alterna. O comprimento da folha varia de 5 a 20
cm, ¢ cada folha ¢ composta por 1 a 5 pares de foliolos, e cada um com 6-29 pares de
folidlulos (Pasiecznik et al. 2001).

Para este estudo, sementes de P. juliflora foram obtidas de frutos coletados na estacao
experimental do Instituto Agrondomico de Pernambuco, localizada, a aproximadamente 140
km de Recife, em uma regido semiarida de Caatinga em Caruaru (8°14'18"S, 35°5520"W;

550 m de altitude).

2.2. Desenho experimental

Plantulas de Prosopis juliflora foram obtidas a partir da germinacao de suas sementes
em camara de crescimento de plantas a 25°C sob um fotoperiodo de 12 h claro/escuro
segundo metodologia descrita em Miranda et al. (2011). Setenta plantulas resultantes, foram
cultivadas em casa de vegetagdo (temperatura de 28 + 2°C e umidade relativa do ar de 78.3 +
8.9%) em sacos plasticos de 5 litros contendo 6 kg de uma mistura de solo e areia lavada
(2:1). Passados 180 dias, as plantulas foram aleatoriamente divididas em seis tratamentos de
estresse hidrico, sendo trés 3 destes por diferenciacdo de rega de 100% (tc), 50% (tl) e 15%
(t2) da capacidade de campo, e 3 por suspensdo total de rega por seis (t3), oito (t4) e dez (t5)
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dias. Cada tratamento foi composto de dez repeticdes. O experimento teve inicio em 8§ de
fevereiro de 2012 e termino em 7 de margo de 2012, e durante todo o experimento, a

temperatura e a umidade relativa foram monitoradas diariamente (Fig. 1).

2.3. Conteudo hidrico relativo do solo

A capacidade do solo de reter d4gua foi mensurada da seguinte forma: cinco sacos
extras contendo a mesma quantidade de substrato foram regados até saturar, e em seguida
pesados (peso saturado, Ps). Depois os mesmos sacos foram deixados para secar a temperatura
ambiente por sete dias, € em seguida pesados (peso seco, P4). O conteudo hidrico relativo do
solo (CHRy) a 100% foi determinado pela subtracdo do P pelo P4, € expresso em litros (L)
(Casaroli e Jong van Lier 2008). A quantidade de agua necessaria para impor cada tratamento
foi estimada através do fracionamento do CHR; a 100%. O CHR; foi obtido apenas antes do

estresse, durante o estresse maximo, e apos reidratacdo completa em cada tratamento.

2.4. Conteudo hidrico relativo foliar
O contetdo hidrico relativo foliar (CHR¢) foi medido as 5h, horario local (GMT -3), no
periodo predawn, a cada 2 dias durante todo o experimento. Dez folidlulos foram coletados e
imediatamente acondicionados em potes plasticos a 4°C. Em seguida, os potes foram levados
ao laboratorio, onde o CHR; foi determinado conforme metodologia descrita por Barrs e

Weatherley (1962).

2.5. Trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas no horario de 8:00 as 10:00 (GMT -3) a cada 2
dias durante todo o experimento. Para tal, foliolos de uma folha totalmente expandida foram
submetidos a analise com um analisador de gases por infravermelho (IRGA), modelo LCI-pro
(ADC - UK), com uma radiacao fotossinteticamente ativa ajustada para 1000 umol fotons m"
*, valor definido de acordo com curvas de luz previamente realizadas (dados ndo
apresentados). As trocas gasosas forneceram valores de assimilacdo liquida de carbono (Pv),
condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracao (£), carbono intracelular (C;) e temperatura

foliar (7). Os valores de C; foram apresentados em forma de fragdo Ci/C, onde C, ¢ a

quantidade de carbono ambiente.
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2.6. Analises bioquimicas

Para as analises bioquimicas foram utilizadas folhas totalmente expandidas de plantas
controle e sob déficit hidrico coletadas, as 9h (GMT -3), trés vezes por tratamento: antes do
estresse, no estresse maximo e apos a reidratagdo completa, a qual foi considerada quando a
planta estressada obteve cinco medi¢des de Py sem diferenca estatistica do controle (Pompelli
et al. 2010). Apos a coleta, o material vegetal foi imediatamente congelado em nitrogénio
liquido e armazenado a -20°C. Os teores de clorofilas a, b, totais e carotenoides totais (Chla,
Chlb, Chlt e Car), carboidratos soluveis totais (TSC), proteinas totais (TP), aminoécidos livres
totais (TFAA), malondialdeido (MDA) e perdxido de hidrogénio (H,O,) foram determinados
com espectrofotdmetro ajustado ao comprimento de onda especifico para cada composto de
acordo com as metodologias de Lichtenthaler (1987), Dubois et al. (1956), Bradford (1976),
Moore e Stein (1948), Cakmak e Horst (1991), e Alexieva et al. (2001) respectivamente. Para

analise do teor de amido (S), o pallet da extracdo de TSC foi lavado 5x até apresentar
coloragdo branca, e em seguida encubado em 14Ul de Amiloglucosidade. A reacao e leitura foi

feita de acordo com Dubois et al. (1956).

2.7. Atividade da enzima superoxido dismutase

A atividade total da superoxido dismutase (SOD; EC 1.1.5.11) foi determinada pela
habilidade da mesma de inibir a fotorreducao do azul de nitrotetrazolio (NBT) segundo
metodologia descrita por Giannopolitis e Ries (1977). Os tubos de ensaio, contendo essa
mistura, foram colocados em uma caixa de 3,5 cm iluminada por ldmpadas fluorescentes de
40 w, as quais emitiram 130 pmol fotons m? s ' na superficie dos tubos. A rea¢do iniciou com
o acendimento das lampadas, e parou com o desligamento das mesmas. Os tubos resultantes
foram submetidos a analise em espectrofotometro ajustado a uma absorbéancia de 560 nm. Um
tubo contendo a mistura, porém ndo irradiado, foi analisado a 560 nm e utilizado como
controle, este foi subtraido de todas as outras amostras irradiadas. Uma unidade de SOD foi

definida como o montante necessario para inibir 50% da taxa de reducdo do NBT.

2.8. Analise dos dados
2.8.1 Estimativas dos valores de EUA, EUA;, Pv/C;
Os parametros de eficiéncia do uso da 4gua (EUA), eficiéncia intrinseca do uso da

agua (EUA)) e de eficiéncia de carboxilacdo (Pn/Ci) foram obtidos através dos célculos: Pv/E
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(Campos et al. 2012), Pn/gs (Souza et al. 2010b) e Pn/Ci (Shirke e Pathre

2004) respectivamente.

2.8.2 Correlacio entre dados bioquimicos e enzimaticos, e trocas gasosas
Para identificar relagdes entre os parametros bioquimicos e as trocas gasosas, todos os
dados foram submetidos a uma anélise de correlagao de Pearson (o = 0,05). A analise utilizada
foi selecionada de acordo com o perfil que os dados apresentaram quando tiveram suas
normalidade e variancia testadas (Brown e Forsythe 1974; Stephens 1979). Os dados usados
para esta analise ndo foram filtrados em relagdo a outliers, pois, uma vez que os compostos
bioquimicos e enzimdaticos foram analisados em pontos discretos no fluxo temporal do

experimento, as lacunas resultantes dificilmente seriam preenchidas com precisao.

2.8.3 Outras analises estatisticas
Todos os parametros de trocas gasosas foram analisados através de correlagdo de
Pearson (a = 0,05), e diferengas nas médias didrias de cada pardmetro em plantas controle e
estressada foram analisadas com ANOVA Fatorial, seguida do teste Student Newman Keuls (a
= 0,05) (Zar 1996). As andlises utilizadas foram selecionadas de acordo com o perfil que os
dados apresentaram quando tiveram suas normalidade e variancia testadas (Brown e Forsythe

1974; Stephens 1979).

3. Resultados

Os valores de CHR, apresentaram declinio nos tratamentos tl, t2, t3, t4 e t5,
alcangando, durante o méximo estresse, valores correspondentes a 46,9%, 18,8%, 7%, 8,8% e
7,1% dos valores controle respectivamente (detalhado em Tabela 1).

Os valores de Py apresentaram um declinio logo apds o segundo dia de experimento
nos tratamentos tl, t2, t3, t4 e t5, atingindo, durante o mdaximo estresse, valores
correspondentes a 57,7%, 39,9%, 0.3%, 0.2% e 22% das medidas obtidas no controle
respectivamente (Fig. 2). g5 (¥ = 0,8619, p<0,05) ¢ E (r* = 0,8384, p<0,05) apresentaram o
mesmo padrao que Py (Fig. 3). Ja a razdo Ci/C, revelou dois comportamentos distintos.
Quando tratadas com 50% e 15% da capacidade de campo (t1 e t2), Ci/C, apresentou uma
relagdo positiva com Py (r* = 0,8911, p<0,05). Entretanto, quando estas foram submetidas a

tratamentos de supressdo total de rega, C/C, apresentou um padrdo inverso (r* = -0,1777,
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p<0,05). Além disso, neste ultimo caso, puderam ser observados picos em Ci/C, durante o
maximo estresse, atingindo 790%, 309,6% e 212,4% dos valores do controle nos tratamentos
t3, t4 e t5 respectivamente (Fig. 2).

Os resultados indicaram, nos tratamentos t3, t4 e t5, uma queda nos valores de EUA
no quarto dia de estresse, seguida de uma pequena recuperagdo, estabilizando perto do ponto
de compensacgdo até a reidratacdo, quando voltaram a apresentar medidas equiparaveis ao
controle (Fig. 4). No caso de EUA;, no 4 dia, houve um pico, e no intervalo dos dias seguintes
até¢ a reidratacdo, puderam ser observados valores mais proximos a 0 (Fig. 4). Para os
tratamentos t1 e t2, EUA apresentou uma queda pontual e depois oscilou em torno do controle
(Fig. 4). Ja EUA, para ambos os tratamentos, apresentou um aumento seguido de
estabilizacdo, e retorno a medidas proximas ao controle apos reidratagdo (Fig. 5).

Os valores de Pn/C; apresentaram um padrao similar ao encontrado em EUA; (Fig. 4 ¢
5). No tratamento t1, CHR¢ ndo mostrou diferenga significativa em relagdo ao controle em
nenhum ponto, ja o t2 apresentou queda a partir do 6° dia de estresse, seguido de estabilizacao
em torno de 72,89% variando de 80,25% a 57,38% neste periodo, e voltando a valores
estatisticamente iguais ao controle com a reidratacdo (Fig. 5). Comportamentos parecidos
foram observados nos tratamentos t3, t4 e t5, nos quais ocorreu uma queda a partir do 2° dia,
atingindo valores de 36,17%, 34,48% e 35,77% em relacdo ao controle respectivamente (Fig.
5).

Dos dados de trocas gasosas analisados junto a bioquimica e enzima, CHR¢ e £ foram
0s parametros que se relacionaram com a maior porcentagem dos atributos bioquimicos e
enzimaticos analisados. Os teores de Chlb, Car, TSC, TP, TFAA, S, MDA, H,O, e SOD das
plantas referentes aos tratamentos t3 t4 e t5 aumentaram de acordo com a diminui¢do do
CHR¢e E (Fig. 6). Ja Chla e Chlf ndo apresentaram relagdo significativa com nenhum atributo
das trocas gasosas (Fig. 6). No caso dos tratamentos tl e t2, a variavel que se destacou em
termos de representatividade nas correlagdes com a bioquimica foi gs, o qual diminuiu com o
aumento de Chla, Car, TSC, TP, S e H,O, (Fig. 6). Enquanto Chlb, Chlz, TFAA, MDA e SOD
ndo apresentaram relacdo significativa com nenhuma das varidveis fotossintéticas analisadas
(Fig. 6). Além disso, MDA se correlacionou positivamente com H,O, em todos os tratamentos
(* = 0,9239, p<0,05), porém quando o MDA foi correlacionado com o Py, apenas nos
tratamentos t3, t4 e t5 a correlagdo foi significativa (1 = -0,4221, p<0,05). O mesmo
aconteceu quando Py foi correlacionado com Chla/Chlb (r* = -0,3386, p<0,05).
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4. Discussiao

A fim de entender as respostas que influenciam no uso de CO; e H,O pela folha, e no
crescimento inicial de plantas Prosopis juliflora sob diferentes regimes hidricos, sera
discutido as relagdes de P, Ci/C,, compostos organicos e enzimas, descrevendo os principais
mecanismos que a planta dispde para evitar a desidratagao total.

A escassez de agua ¢ considerada o principal fator ambiental limitante para a
fotossintese em plantas, especialmente em regides aridas e semidridas (Chaves et al. 2003),
pois induz varias mudangas nos componentes fisiolégicos, bioquimicos e moleculares da
fotossintese (Elfadl e Luukkanen 2006). Sob tais condigdes, CHR; e CHR; reduzem
gradualmente, entretanto o decréscimo de CHR; ndo possui uma relagdo linear com CHR;, ou
seja, o decréscimo de CHR, ndo leva obrigatoriamente ao aumento do estresse hidrico na
planta, pois este ¢ mais dependente de respostas por parte de CHR (Chaves e Oliveira 2004;
Prasad et al. 2008).

CHR¢ varia diariamente de acordo com E, e ¢ menor durante o dia do que a noite.
Quando CHR; ¢ alto, CHRy, em plantas C3 como P. juliflora, atinge seus valores maximos
durante a noite, pois neste momento os estomatos estao fechados, e o potencial hidrico do solo
e da planta tendem a se igualarem (Prasad et al. 2008). Os efeitos da escassez de agua no
CHR¢ sao sempre relativamente progressivos (Griffiths e Parry 2002), pois a absor¢ao de dgua
pelas células vegetais ¢ mais lenta do que a perda (Chaves et al. 2003).

Quando CHR; ¢ baixo, Px, gs ¢ Px/C;, se relacionam, geralmente, de forma diretamente
proporcional numa relacao linear, mantendo Ci/C, e EUA; constantes, com o objetivo de
otimizar as trocas gasosas, diminuindo a perda de agua pela transpiracdo. Esse tipo de
comportamento indica a ocorréncia de apenas limitacdo estomatica da fotossintese, a qual
limita o fluxo de CO, apenas com o aumento da tolerdncia na difusdo de CO, na planta
(estomatica e mesofilica) (Noormets et al. 2001; Chaves et al. 2003). Nestes casos, Mansfield
e Davies (1985) sugerem que o decréscimo de g ¢ induzido por uma maior producdo e
acumulo de 4cido abscisico (ABA) nas folhas, permitindo a manutenc¢do de baixos valores de
gs, além da consequente conservacao do turgor celular, resultante da reducdo da desidratagao.

Quando as plantas foram submetidas a estresses leve e moderado (t1 e t2), as medidas
de CHR¢ estabilizaram em valores relativamente altos (em média 70%), e apresentaram uma

reducdo de Py menor que a de g e C/C,, o que configura uma espécie bem adaptada a
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deficiéncia hidrica, cujos valores de EUA; e Pv/Ci, se mostraram mais alto que os do controle.
Contudo, apesar dos valores nao apresentarem relagdo linear, acredita-se que houve apenas
limitacdo estomatica. Esta conclusdo foi refor¢ada pela recuperacao rapida desta espécie apds
a reidratacdo (24h), devido, provavelmente, a auséncia de danos oxidativos em proporcdes
maiores, uma vez que os niveis de MDA e SOD nao apresentaram nenhum padrao
significativo em relacdo as varidveis influenciadas pelo estresse. Entretanto, os teores de
H,O,, o qual ¢ o produto da atividade da SOD (Weydert e Cullen 2010), foram
significativamente reduzidos com o estresse, provavelmente devido ao aumento da atividade
de outras enzimas do sistema antioxidativo (e.g. catalase, ascorbato peroxidase) (Weydert e
Cullen 2010), o que sugere que, mesmo nao tendo sido significativo, houve algum estresse
oxidativo, o que ja era, de certa forma, esperado, visto que, segundo Kar (2011), a regulacao
ou tolerancia da difusdo de CO, sempre favorece o aumento da fotorrespiragao.

Durante a reidratagdo dos tratamentos tl e t2, o aumento simultaneo de CHR¢ e g
sugere uma boa condutividade hidraulica do xilema, visto que a reidratacdo das células
ocorreu rapidamente (Chaves et al. 2003). Esta pode ser mais uma caracteristica adaptativa de
P, juflilora a esse tipo de estresse. Dependendo da espécie e intensidade da desidratagdo, Py
pode atingir valores relativamente baixos sem significativo declinio da capacidade
fotossintética do mesofilo (Chaves 1991).

Nos tratamentos t3, t4 e t5, com o aumento da severidade do estresse, foi observado
uma forte desidratagdo dos tecidos, levando a deficiéncia metabdlica. Sob tais condigdes, em
algumas espécies, a inibicdo ndo estomatica da fotossintese ocorre, causando um temporario
aumento em Ci/C,, 0 que, consequentemente, causa fechamento estomatico (Noormets et al.
2001). Embora o mecanismo que controla essa resposta ainda seja obscuro (Negi et al. 2008),
a teoria mais aceita aponta para uma possivel ligagdo com a sintese de malato, o qual ¢
conhecido por regular os canais de anions da membrana plasmatica das células guardas (Kim
et al. 2010). Em casos como esse, Noormets et al. (2001) afirmam que o decréscimo de g
pode ser o resultado e ndo a causa da reducdo de Pn. Vérios estudos afirmam que este tipo
limitacdo pode ser uma resposta a danos oxidativos aos cloroplastos devido ao acimulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Zhou et al. 2007), alteragdes bioquimicas no
metabolismo da planta (Chaves et al. 2009), alteracao da capacidade mesofilica (Bota et al.
2004), ou ao fechamento estomatico inconsistente (Gunasekera e Berkowitz 1992).

Outra caracteristica de plantas que demonstram tolerancia ao deficit hidrico, ¢ a
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habilidade de efetivamente diminuir ou evitar danos causados por EROs, as quais podem
causar danos ao DNA, ao fotossistema II (PSII), ou levar a peroxidacdo de membranas (Yazici
et al. 2007), causando mudangas em sua fluidez (Chaves et al. 2009). A degradagdo de 4cidos
graxos devido a peroxidagdo produz ndo apenas ions de peroxido, mas também MDA (e.g.
Pompelli et al. 2010; Arcoverde et al. 2011). O contetido de MDA, produto da peroxidagado de
lipidios, tem sido considerado como um bom indicador do estresse oxidativo (Pompelli et al.
2010; Arcoverde et al. 2011). Em plantas de P. juliflora, a relagdo inversamente proporcional
dos teores de MDA, H,O, ¢ SOD com os teores de CHR; e FE, sugere um aumento
significativo na atividade de EROs associada a atividade da enzima SOD.

O mecanismo de defesa contra as EROs, citado acima, geralmente varia de acordo
com a intensidade do estresse, e consiste em manter altos niveis de enzimas antioxidantes
como a SOD (Loggini et al. 1999; Kim et al. 2010), as quais possuem a capacidade de inativar
as EROs (Jin et al. 2009). A regulacdo de enzimas do sistema oxidativos, por parte da planta, ¢
um mecanismo importante para entender as respostas das plantas a estresses ambientais
(Loggini et al. 1999), especialmente o estresse hidrico (Pompelli et al., 2010).

Ademais, Havaux (1992) apontou valores de CHR; de 40%, como sendo o limite no
qual o PSII ndo tem sua funcionalidade comprometida tanto no escuro como na luz. Teoria
corroborada em P. juliflora, visto que a razdo Chla/Chlb diminuiu com o estresse, indicando
possiveis danos ao PSII. A reducdo no teor de clorofilas pode contribuir, em geral, para a
protecdo do maquinario fotossintético contra os efeitos da radiagdo luminosa sob estresse
hidrico, uma vez que minimiza a capacidade de coleta de luz e, consequentemente, a
excitacdo do PSII (Zhou et al. 2007). Nestes casos, a recuperagao de Py, deve ser mais lenta,
uma vez que a reparacao dos danos sofridos sob estresse ¢ mais lenta que a recuperagdo de gs.

Em contra partida, a manutencdo do CHR; por varios dias sob CHR; proximo de 0%
sugere a ocorréncia de ajustamento osmotico, que por sua vez mantém o nivel de turgescéncia
através da diminuicdo do potencial osmotico foliar, resultante da maior concentragdo de
solutos no citoplasma (e.g. carboidratos soluveis e aminoacidos) (Chaves e Oliveira 2004).

Vale ressaltar, que por muito tempo acreditou-se que a redugdo da fotossintese sempre
afeta negativamente o conteudo de carbono na planta, prejudicando todo o metabolismo deste
elemento (e.g. Imlay 2003), em ultima anélise, promovendo a insuficiéncia do crescimento
devido a falta de carbono (e.g. Arcoverde et al. 2011). Porém, a literatura vem convergindo

para apoiar a conclusdo de que, sob déficit hidrico, os compostos baseados em carbono na
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maioria das vezes se acumulam nos 6rgdos resultando em um aumento de suas concentragdes
(Muller et al. 2011). Tal acumulagao ja foi relatada em diversas espécies, € em varias partes da
planta para formar diferentes compostos (soluveis ou estruturais). Assim como em P. juliflora,
a concentragao de TSC aumenta, sob déficit hidrico, nas folhas de Pinaceae (Chaves et al.
2009), e Vitis sp. (Boyle et al. 1991). Essa acumulag¢do acontece tanto devido a um rapido
estresse hidrico (Turner et al. 1978), como a um lento crescimento sob deficit hidrico (Muller
et al. 2011), e muitas vezes, como ja foi dito anteriormente, esta associada a manuten¢do do
turgor celular (Chaves e Oliveira 2004).

A manutencdo do turgor celular também tem um papel importante no crescimento
celular (Alves e Setter 2004). A expansao da area foliar total ¢ geralmente limitada sob
estresse hidrico, e como consequéncia a expansdao e o desenvolvimento da superficie
transpiratoria ¢ drasticamente reduzida (Alves e Setter 2004). Esta sensibilidade é expressa
em diminui¢do do tamanho das células, e reducdo no nimero de células produzidas pelos
meristemas foliares (Cramer et al. 2007).

Sob estresse severo, a area foliar total pode diminuir através da redugdo ou parada
total dos processos de brotamento de novas folhas (Cramer et al. 2007; Prasad et al. 2008). E
com o estresse continuado, a senescéncia foliar pode ser acelerada através da morte dos
tecidos (Cramer et al. 2007). A reidratacdo das plantas depois de um periodo de estresse
relativamente curto (3 a 5 dias) ndo elimina completamente os efeitos da escassez de agua no
processo de senescéncia (Alves e Setter 2004). Em P. juliflora, a alta taxa de senescéncia
foliar observada pode servir como um mecanismo de fuga da seca, uma vez que a reducao da
area foliar total ajuda a limitar a perda de agua (Prasad et al. 2008).

Tais caracteristicas fisiologicas para evitar a desidratagdo total podem influenciar
significativamente na sobrevivéncia de P. juliflora em ambientes com baixa disponibilidade

hidrica, permitindo superar longos periodos de estiagem.

5. Conclusao

As plantas jovens de Prosopis juflilora (Sw.) DC, mesmo sob relativa média ou baixa
umidade do solo (t1 ou t2), suportaram o estresse apresentando alta eficiéncia no uso da agua,
e na capacidade de conter danos oxidativos em maiores propor¢des. Neste estudo, baseado nas
respostas de Py, C/C, e g5, podemos concluir que apenas sob total falta d'agua (t3, t4 e t5), a

eficiéncia de carboxilacdo (Pv/C)), e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUA;), em plantas
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jovens de P juflilora, sao substancialmente reduzidos, ameagando o crescimento e¢ a

sobrevivéncia dessas plantas.
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Legenda das figuras

Fig. 1. Curso temporal da temperatura atmosférica (m) e umidade relativa do ar (o) de 8 de

fevereiro a 7 margo em Recife, Brasil, 2012.

Fig. 2. Efeito do estresse hidrico em Px (A-E) e Ci (F-J) em plantas de Prosopis juliflora (Sw.)
DC. submetidas a tratamentos por diferenciagdo de rega de 50% (A, F) e 15% (B, G) da
capacidade de campo, e por suspensdo total de rega por 6 (C, H), 8 (D, I) e 10 (E, J) dias. As
setas indicam o dia em que as plantas foram reidratadas, e os asteriscos indicam diferencas
significativas entre as médias diarias dos valores de cada parametro de plantas estressadas (o)
e plantas controle (m) (p<0.05, Newman-Keuls) Todos os dados estdo expressos pela média +

erro padrdo, n = 10.

Fig. 3. Efeito do estresse hidrico em g5 ¢ £ em plantas de Prosopis juliflora (Sw.) DC.
submetidas a tratamentos por diferenciagdo de rega de 50% (A, F) e 15% (B, G) da
capacidade de campo, e por suspensdo total de rega por 6 (C, H), 8 (D, I) e 10 (E, J) dias. As
setas indicam o dia em que as plantas foram reidratadas, e os asteriscos indicam diferencas
significativas entre as médias diarias dos valores de cada parametro de plantas estressadas (o)
e plantas controle (m) (p<0.05, Newman-Keuls) Todos os dados estdo expressos pela média +

erro padrdo, n = 10.

Fig. 4. Efeito do estresse hidrico em EUA e EUA; em plantas de Prosopis juliflora (Sw.) DC.
submetidas a tratamentos por diferenciagdo de rega de 50% (A, F) e 15% (B, G) da
capacidade de campo, e por suspensdo total de rega por 6 (C, H), 8 (D, I) e 10 (E, J) dias. As
setas indicam o dia em que as plantas foram reidratadas, e os asteriscos indicam diferencas
significativas entre as médias diarias dos valores de cada parametro de plantas estressadas (o)
e plantas controle (m) (p<0.05, Newman-Keuls) Todos os dados estdo expressos pela média +

erro padrdo, n = 10.

Fig. 5. Efeito do estresse hidrico em CHR¢ e Pn/Ci em plantas de Prosopis juliflora (Sw.) DC.
submetidas a tratamentos por diferenciagdo de rega de 50% (A, F) e 15% (B, G) da
capacidade de campo, e por suspensdo total de rega por 6 (C, H), 8 (D, I) e 10 (E, J) dias. As
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setas indicam o dia em que as plantas foram reidratadas, e os asteriscos indicam diferencas
significativas entre as médias diarias dos valores de cada parametro de plantas estressadas (o)
e plantas controle (m) (p<0.05, Newman-Keuls) Todos os dados estdo expressos pela média +

erro padrdo, n = 10.

Fig. 6. Matriz da relagdo das medidas de temperatura foliar (71), assimilagdo liquida de
carbono (Px), carbono intracelular (Ci/C,), condutancia estomatica (g;), taxa de transpiragdo
(E) e contetido hidrico relativo foliar (CHRy) versus teores de clorofilas a, b, totais e
carotenoides totais (Chla, Chlb, Chls e Car), carboidratos soluveis totais (TSC), proteinas
totais (TP), aminoacidos livres totais (TFAA), amido (S), malondialdeido (MDA), peroxido
de hidrogénio (H,O) e atividade da enzima superdxido dismutase (SOD). Todas as varidveis
foram mensuradas antes, durante, e apds estresses hidricos diferenciados em Prosopis
juliflora (Sw.) DC. Sendo (A) referente aos tratamentos de 50% e 15% da capacidade de
campo, ¢ (B) os de 6, 8 e 10 sem rega. Valores abaixo de -0,20 e acima de 0,20 sdo

significativos (p<0.05, r-Pearson).
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Tabela 1. Contetido hidrico relativo médio do solo mensurado antes, durante, e apds estresses

hidricos diferenciados em Prosopis juliflora (Sw.) DC. Sendo t1 e t2 os tratamentos de 50% e

15% da capacidade de campo, e t3, t4 e t5 os de 6, 8 e 10 sem rega respectivamente.

DAE (Dias Apos Estresse
Estresse) Controle (tc) (Tratamento)

0 17,02+0,39% -

6 17,36+0,35% 1,23+£0,06% (t3)
8 17,15+0,14% 1,51£0,09% (t4)
10 17,15+0,53% 1,23+£0,16% (t5)
18 16,81+0,40% 3,33+0,18% (t1)
- - 7,90+0,16% (t2)
26* 16,98+0,46% 17,9240,25% (t3)
- - 17,13+£0,14% (t4)
- - 16,91+0,23% (t5)
28%* 17,7440,25% 17,43+0,82% (t1)
- - 17,5840,15% (t2)

*Dia no qual as plantas foram totalmente reidratadas.
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7. Conclusoes

Os resultados do presente estudo mostraram que a escarificagdo com H,SO, ¢ mais
eficiente na promog¢do da germinacdo de sementes de Prosopis juliflora (Sw.) DC do que a
escarificagdo mecanica, uma vez que esta causa danos aos cotilédones, o que leva a ma
formacdo de mudas, diminuindo significativamente a porcentagem de sobrevivéncia das
plantulas regeneradas. Entretanto, embora o H,SO4 promova a germinagao, ele pode afetar da
mesma forma o desenvolvimento do embrido de acordo com o tempo de exposi¢do ao acido.
Para as sementes das quais os endocarpos foram removidos, 5 minutos na presen¢a de H,SO4
¢ o suficiente para promover a germinacdo enquanto nas sementes ainda acopladas aos
endocarpos a taxa de germinagdao aumenta proporcionalmente ao aumento do tempo de
exposi¢do ao acido.

Além disso, foi observado neste trabalho que a taxa de germinagdo, ¢ a velocidade de
germinagdo de sementes de P. juliflora diferem significativamente dependendo do potencial
osmotico e temperatura do substrato. A medida que o potencial osmético decresce a taxa, a
velocidade e a sincronia de germinacdo diminuem. Este comportamento foi observado para
todas as sementes tratadas com PEG 6000 ou NaCl sob qualquer uma das temperaturas
avaliadas, exceto o tratamento controle, no qual a germinabilidade ndo variou com a mudanga
de temperatura. Contudo os efeitos do PEG 6000 foram mais severos que o do NaCl, pois a
porcentagem de germinacdo reduziu pela metade ou menos quando o potencial osmotico
baixou de -0,5 MPa para -0,75 MPa, chegando a valores nulos no potencial osmético de -1,0
MPa, enquanto as sementes tratadas com NaCl atingiram 94,5% de germinabilidade sob -2,0
MPa a 25°C. Além disso, nos tratamentos de menores potenciais osmoticos a temperatura
influenciou significativamente de modo que quanto maior a temperatura, menores foram a
germinabilidade, a sincronia e o tempo médio de germinacdo, chegando a ndo haver
germinagdo no tratamento de 40 °C -0,75 MPa.

Em habitats aridos caracterizados pela imprevisibilidade espacial e temporal das
chuvas, a germinacdo geralmente acontece quando o ambiente se apresenta mais favoravel
para a sobrevivéncia e crescimento da plantula. Consequentemente, velocidade e sincronia na
germinagcdo sdo caracteristicas adaptativas. No presente estudo, P. juliflora germinou
rapidamente e sincronicamente quando tratadas com H,SO,, sob temperaturas mais amenas e
em potenciais menos baixos. Contudo P, juliflora apresentou tolerdncia a uma ampla gama de

potenciais osmoticos e temperatura, podendo ser considerada uma espécie halotolerante. Esta
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caracteristica assegura que, mesmo quando as condi¢cdes ndo sao ideais, uma parte das
sementes ird germinar, o que ¢ particularmente importante para a sobrevivéncia da espécie em
ambientes aridos. Pois em condi¢des naturais, uma germinagdo heterogénea, distribuida ao
longo do tempo, aumenta a probabilidade de uma muda encontrar condi¢des favoraveis para o
seu desenvolvimento. Condigdes que foram analisadas no terceiro capitulo desta dissertacao, e
mostraram que mesmo sob 7,90% (50% da hidratacdo completa do solo) e 3,33% (15%) de
umidade do solo, as plantas de P. juliflora suportaram muito bem o estresse apresentando alta
eficiéncia no uso da agua, e na capacidade de conter danos oxidativos em maiores proporcdes.
Neste estudo, baseado nas respostas de Py, C/C, € gs, concluimos que apenas sob total falta
d'agua (1,32+0,05%), a eficiéncia de carboxilacdo (Pn/Ci), e a eficiéncia intrinseca do uso da
agua (EUA;), em plantas jovens de P. juflilora, sdo substancialmente reduzidas, ameagando o
crescimento e a sobrevivéncia dessas plantas.

A colonizagao de P. juliflora vem causando a Caatinga uma série de mudancas em sua
dinamica ecologica. Por essa razdo, estudos avancados sobre a ecofisiologia dessa espécie
vem sendo desenvolvidos em nosso laboratdrio. Acreditamos que nos proximos anos seremos
capazes de desenvolver metodologias baseadas em ecofisiologia, as quais poderdo ser

combinadas com metodologias baseadas em dindmicas ecologicas.
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8. Resumo

Este estudo teve como objetivo elucidar as principais estratégias adaptativas de
Prosopis juliflora (Sw) DC a condigdes de estresse hidrico e osmotico, afim de entender
ecofisiologicamente porque essa espécie se tornou uma invasora tdo agressiva do ecossistema
Caatinga. Para tal, foi avaliada a germinacdo de P. juliflora sob pré-tratamentos de
escarificagdo mecanica e quimica, ¢ sob tratamentos de diferentes potenciais osmoticos do
subtrato com NaCl e PEG 6000. Além disso foram analisadas as relagoes de Py, Ci, CHRg,
compostos organicos e enzimas, sob diferenciacdo de rega. Os resultados do presente estudo
mostraram que a escarificagdo com H,SO, ¢ mais eficiente na promog¢do da germinagdo. Para
sementes sem endocarpo, 5 minutos na presenga de H.SO4 € o suficiente para promover a
germinacdo enquanto em sementes com endocarpo a taxa de germinagdo aumenta
proporcionalmente ao aumento do tempo de exposicdo ao acido. Ademais, foi observado neste
trabalho que a taxa de germinacdo, ¢ a velocidade de germinacao de sementes de P. juliflora
diferem significativamente dependendo do potencial osmético e temperatura do substrato. A
medida que o potencial osmoético decresce a taxa, a velocidade e a sincronia de germinagdo
diminuem. Este comportamento foi observado para todas as sementes tratadas com PEG 6000
ou NaCl sob qualquer uma das temperaturas avaliadas. Os resultados também mostraram que
mesmo sob apenas 7,9% (50% da hidratacdo completa do solo) ou 3,33% (15%) de umidade
do solo, as plantas de P. juliflora suportaram muito bem o estresse apresentando alta eficiéncia
no uso da agua, e na capacidade de conter danos oxidativos em maiores propor¢des. Neste
estudo, baseado nas respostas de Py, Ci/C, € g, concluimos que apenas sob total falta d'agua
(1,3240,05%), a eficiéncia de carboxilacdo (Pn/Ci), e a eficiéncia intrinseca do uso da agua
(EUA;), em plantas jovens de P. juflilora, sdo substancialmente reduzidos, ameagando o

crescimento e a sobrevivéncia dessas plantas.

Palavras chaves: Caatinga; espécie exotica; algaroba; trocas gasosas; deficit hidrico.
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9. Abstract

The goal of this study is describe the main adaptive strategies of Prosopis juliflora
(Sw) DC to withstand drought and osmotic stress conditions. Moreover, we aim to understand
why this species has become an invader so aggressive in Caatinga ecosystem. To reach our
objectives, we evaluated the germination of P juliflora after mechanical and chemical
scarification treatments, and under different osmotic potentials, which were imposed using
NaCl e PEG 6000. In addition the relation of P, Ci, CHRy, organic compounds e enzymes,
under different water regimes. The results showed that scarification with H,SO4 is the most
efficient to promote germination. When seeds are without endocarp, 5 minutes under acid are
sufficient to provoke germination, while when seeds are within endocarp, germination rate
increases proportionally with time under acid. In this study, we also observed that
germinability and speed of germination of P. juliflora differ significantly with different
temperatures and osmotic potentials. As osmotic potential decreases, germinability and
synchrony of germination decrease too. This behavior was observed for all seeds treated with
PEG 6000 or NaCl under any of the temperatures. In the third chapter, results presented that
even under 7.9% (50% of soil water capacity) or 3.33% (15%) of soil moisture, plants of P.
juliflora supported well the hydric stress, showing high water use efficieny, high capacity to
counter oxidative damage. In this study, based on Py, Ci/C, and g, responses, we have
concluded that only under total water suppression conditions (1.32+0.05%), carboxilation
efficiency (Pwv/Ci), intrinsic water use efficiency (EUAi) of P juflilora plants were

substantially reduced, threating growth and survival of this species.

Keywords: Caatinga; exotic species; mesquite; gas exchange; water deficit.
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