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APRESENTACAO

As plantas sdo sésseis e por este motivo ndo podem fugir diante de uma perturbacéao
(SHAO et al., 2006; WU et al., 2007). Elas precisam ser habeis em responder e se adaptar aos
recorrentes estresses (bidtico e abiodtico). No semiarido, a seca € uma das condi¢cbes mais
severas para o crescimento e a reproducdo das plantas (RODRIGUES et al., 2010). Sob essas
condicdes as espécies diferem quanto a habilidade de retardar e tolerar a baixa disponibilidade
hidrica em seus tecidos. Em geral, as plantas respondem a seca através de mudancas na
morfologia, anatomia, fisiologia, em processos bioquimicos e metabdlicos que coletivamente

irdo permitir um grau de toleréncia a seca.

O estudo dos parametros ecofisioldgicos criticos que limitam a produtividade de
espécies oleaginosas no semiarido nordestino, como a Moringa oleifera Lam., pode auxiliar a
inclusédo social de pequenos agricultores da regido. Uma vez que, a M. oleifera apresenta 1001
utilidades (GUIRRA, 2008) e pode ser usada tanto para consumo doméstico quanto
comercial, principalmente por suas sementes apresentarem Oleo de boa qualidade para
producdo de biocombustivel (SILVA et al., 2010b). Apesar de ser uma espécie exdtica, a M.
oleifera é tolerante a seca e tem sido encontrada no semiérido nordestino desde a década de
50 (LORENZI & MATOQOS, 2002; MIRANDA et al., 2002). Desta forma, a M. oleifera pode
ser uma alternativa aos agricultores daquela regido que ao invés de investir em culturas
sensiveis ao déficit hidrico como o milho e o feijdo que necessitam de irrigacdo, podem

investir em culturas como a M. oleifera, tolerantes a seca e com alto valor comercial.

A maioria dos estudos, que investigam os mecanismos pelos quais as plantas séo
tolerantes a seca, tem envolvido apenas um Uunico evento de estresse (NOORMETS et al.,
2008). Em contrapartida, a investigacdo objetivando entender a tolerancia e a recuperacéo sob
eventos recorrentes de seca ainda ndo sdo bem entendidos. Além disso, estudos recentes tem
demonstrado que as plantas apresentam capacidade de memdria quando submetidas a estresse
prévio, respondendo mais rapido e/ou mais forte ao estresse recorrente (CONRATH et al.,
2006; BRUCE et al., 2007). Como foi verificado por Walter et al. (2011) em plantas de
Arrhenatherum elatius (L.) P. Beauv. ex J. Presl & C. Presl. submetidos & ciclos recorrentes
de seca.

A memoria também pode ser adquirida no estdgio de sementes. A maioria dos

trabalhos envolvem herbaceas que apresentam aumento de tolerancia ao frio (XU et al,,
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2011), a salinidade (IQBAL & ASHRAF, 2007) ou apenas apresentaram melhor
estabelecimento apds pré-tratamento (NASCIMENTO, 2003; ROUHI et al., 2011). Esses
mecanismos ainda ndo estdo totalmente desvendados principalmente no que diz respeito a
capacidade de arboreas armazenarem memoria em decorréncia a ciclos recorrentes de seca,

desde a fase de semente até o porte de plantas jovens.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

a) Moringa oleifera

De acordo com a classificacdo de APG Il (2009), Moringa € o Unico género da
familia Moringaceae, um grupo pequeno composto de 14 espécies (LALAS & TSAKINS,
2002), dentro da ordem Brassicales. Entre as espécies da familia Moringaceae, a Moringa
oleifera Lam. é a mais conhecida e distribuida (MORTON, 1991; LALAS & TSAKINS,
2002; KUMAR et al., 2010; PALIWAL et al., 2011; LUQMAN et al., 2012). Popularmente é
conhecida como lirio branco, devido a cor de suas flores, quiabo de quina e baqueta devido ao
formato do seu fruto, arvore milagrosa, horseradish tree ou ben oil tree (FERREIRA et al.,
2008; MEHTA et al., 2011; SHARMA et al., 2011; LUQMAN et al., 2012).

M. oleifera é nativa da India, mas tem sido distribuida pela Asia, Africa, Arébia,
América do Norte, Central e Sul, ilhas do Caribe (RAMACHANDRAN et al., 1980;
MORTON, 1991; RAJANGAM et al., 2001; LALAS & TSAKINS, 2002; MEHTA et al.,
2011; SHARMA et al., 2011). Foi introduzida no Brasil, como planta ornamental, por volta
de 1950, sendo bastante encontrada na regido Nordeste, principalmente nos estados do Ceara,
Piaui e Maranhdo (LORENZI & MATOS, 2002; MIRANDA et al., 2002).

M. oleifera é uma arvore perene, rustica e decidua que apresenta um tronco Unico de
pequeno porte, mas de crescimento rapido atingindo a altura de cerca de 12 m (CACERES et
al., 1991; LORENZI & MATOS, 2002; PANDEY et al., 2011). E uma planta com folhas
tripinadas com foliolos pequenos em cada pina, 30-60 cm de comprimento (SILVA & KERR,
1999; PANDEY et al., 2011). O fruto maduro é seco, do tipo capsula loculicida que apresenta
deiscéncia por meio de fendas longitudinais com trés valvas (RAMOS et al., 2010; PANDEY
et al., 2011). M. oleifera apresenta entre 12 a 25 sementes por fruto (LORENZI & MATOS,
2002; RAMOS et al., 2010; PANDEY et al., 2011). As sementes séo globosas e apresentam
trés alas que sdo adaptacdes para a anemocoria (RAMOS et al., 2010).

As plantas de M. oleifera sdo tolerantes a seca e apresentam uso multiplo (MORTON,
1991; MAKKAR & BECKER, 1997; PALADA & CHANG, 2003), desta forma servem como
uma alternativa para os sertanejos que vivem a nivel de subsisténcia no semiarido brasileiro.
Sementes de M. oleifera, por apresentarem propriedades coagulantes e floculantes estdo sendo

utilizadas como uma forma eficiente e econémica de purificacdo de dgua a um custo de



16

apenas uma fracdo do tratamento quimico convencional (GASSENSCHMIDT et al., 1995;
NDABIGENGESERE et al., 1995; ANWAR et al., 2007; BELTRAN-HEREDIA et al., 2009;
NKURUNZIZA et al., 2009).

As sementes apresentam alto valor comercial contendo alto teor de 6leo (39%), além
disso, é de alta qualidade para producdo de biocombustivel com 78% de &cido oléico e alta
estabilidade contra oxidacdo (RASHID et al., 2008; MARTIN et al., 2010; SILVA et al.,
2010b; OGBUNUGAFOR et al., 2011). O biocombustivel derivado do 6leo de M. oleifera é
de melhor qualidade quando comparado ao de girassol, soja, palma e canola (RASHID et al.,
2008). Além disso, a producdo de dleo por M. oleifera é superior ao da Jatropha curcas L.,
Aleurites moluccana (L.) Willd. e Pachira glabra Pasq. (KIBAZOHI & SANGWAN, 2011).

Vérias partes da M. oleifera sdo utilizadas na alimentagcdo humana e forragem animal
por ser rica nutricionalmente em betacaroteno, vitamina C e A, proteina, célcio, ferro, fosforo,
potassio (CHAWLA et al., 1988; PALADA & CHANG 2003; BEZERRA et al., 2004;
ANWAR et al., 2007). As flores apresentam propriedades meliferas sendo, portanto propicias
a apicultura (PANDEY et al., 2011). Todas as partes da planta sdo usadas na medicina natural
(MAKKAR & BECKER, 1997; MORIMITSU et al., 2000; FAHEY, 2005; ANWAR et al.,
2007), como pomadas cicatrizantes, no tratamento da malaria e da ictericia, gastrointestinal,
hepatorrenal, hematoldgica, cardiovascular, doencas nas articulacdes, atividade antitumoral,
antihepatoxica, antiinflamatéria, antifingica, antibacteriana, antifertilidade, analgésica, contra
asma e gota, antipirética, antihipertensiva, diurética, reduz o colesterol, antiespasmodica e
anticancerigena (PRAKASH et al., 1988; CACERES et al., 1991; EZEAMUZIE et al., 1996;
RUCKMANI et al, 1998, GUEVARA et al., 1999; MORIMITSU et al, 2000;
SIDDHURAJU & BECKER, 2003; ANWAR et al, 2007; CHUANG et al., 2007,
DOUGHARI et al., 2007; PEIXOTO et al., 2011).

b) Mecanismos de toleréncia ao déficit hidrico

Sabe-se que com as mudancas climaticas sdo esperados longos periodos de seca
principalmente em ambientes aridos e semiaridos (IPCC, 2007). Desta forma, espécies
vegetais tolerantes a seca respondem de maneiras diferentes quanto a habilidade de retardar e
tolerar ao déficit hidrico.
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Turner (1986, 1997) e Subbarao et al. (1995) propuseram trés tipos de resposta das
plantas ao déficit hidrico: o mecanismo de escape, 0 mecanismo de tolerdncia sob alto
conteldo de agua (evitamento) e mecanismo de tolerancia sob baixo conteldo de agua
(tolerancia a desidratacdo). Como as respostas adaptativas das plantas a seca compreendem

um carater multigénico, elas podem utilizar mais de um mecanismos de defesa.

Quanto ao mecanismo de escape, envolve o rapido desenvolvimento fenolégico, no
qual as plantas podem completar suas fenofases em um curto periodo de chuva, e apresentam
capacidade de plasticidade no desenvolvimento (TURNER, 1986 e 1997; SUBBARADO et al.,
1995). No semiéarido, ha a predominancia de comportamento deciduo no periodo de estiagem,
e, no curto periodo de chuva as plantas desenvolvem o brotamento e a floragdo (MACHADO
et al., 1997; BARBOSA et al., 2003; AMORIM et al., 2009; SOUZA et al. 2010). Em
algumas espécies a brotagdo pode ocorrer em decorréncia de chuvas esporadicas no periodo
seco, como foi observado em Croton sonderianus Mull. Arg., Combretum leprosum Mart.,
Mimosa acutistipula (Mart.) Benth. e Jatropha mollissima (Pohl) Baill. por Amorim et al.
(2009).

Quanto aos mecanismos de tolerancia sob alto contetdo de agua, estes envolvem a
manutencdo de um alto potencial hidrico mesmo sob déficit hidrico (LUTTGE & SCARANO,
2004). Para garantir um alto contetdo hidrico as plantas devem lancar méo de estratégias para
minimizar a perda d’agua. Portanto, o fechamento estomatico € a primeira linha de defesa das
plantas ao déficit hidrico, desta forma a planta evita a dessecacdo por reduzir a taxa
transpiratdria, mas em compensacao diminui a produtividade e o crescimento pela reducdo na
taxa fotossintética (CHAVES, 1991; KRAMER & BOYER, 1995; FOYER & NOCTOR,
2000; CHAVES 2002; TANG et al., 2002; FLEXAS et al., 2006). Essa redugdo na
assimilacdo de CO, (Pn) deve ser em decorréncia do decréscimo da disponibilidade do CO»,
com a reducdo da conduténcia estomatica (gs); e pelo aumento da resisténcia na difusdo do
CO, no mesofilo devido a reducdo na condutancia mesofilica (gm) (FLEXAS et al., 2007,
2008; GALMES et al., 2007a, 2007b, 2011). Muitas espécies nos periodos de estiagem
apresentam alta eficiéncia do uso de agua (EUA), que é a relacdo da Py por molécula de H,O
perdida para atmosfera (E) (MANSUR & BARBOSA, 2000; SILVA et al., 2008). Algumas
espécies como Calotropis procera, C. gigantea (COLOMBO et al., 2007), Persea indica
(SANCHEZ-DIAZ et al., 2007) toleram ao déficit hidrico com a manutengio do contetido
hidrico foliar (CHR).
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A reducdo na taxa fotossintética também acarreta em um baixo consumo de NADPH e
ATP no ciclo de Calvin, reduzindo a disponibilidade de NADP" para receber elétron da cadeia
transportadora e aumentando o excesso de energia no sistema (SILVA et al., 2010a;
UZILDAY et al., 2012). No entanto, o excesso de energia é prejudicial ao sistema, pois desta
forma, o fluxo de elétrons proveniente da fotolise da dgua segue para o O, para a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como, superoxido (O,") e peroxido de hidrogénio
(H20y), radical hidroxila (HO) (FOYER & NOCTOR, 2003), que provocam injdria na
membrana, degradacdo de proteina, peroxidacdo de lipideos, bem como rompimento nos
filamentos de DNA e RNA (MITTLER, 2002; UZILDAY et al., 2012).

As plantas podem eliminar o excesso de energia por fluorescéncia e calor (HORTON
et al., 1996). A fotorrespiracdo é também considerada uma valvula de escape, ou seja, € uma
via alternativa para a eliminacdo de excesso de energia, e para evitar o dano no aparato
fotossintético (FOYER & NOCTOR, 2000; NOCTOR et al., 2002; ATKIN & MACHEREL,
2009).

Para minimizar o dano oxidativo, as plantas apresentam um sistema de defesa
enddgeno, que inclui enzimas do ciclo antioxidativo tais como, o superoxido dismutase
(SOD), que dismuta 0 O™ em H,0,, 0 ascorbato peroxidase (APX) e a catalase (CAT), que
catalisam a reacdo de eliminacdo do H,O, (POLLE & RENNENBERG, 1992; SGHERRI et
al., 2000); e agente antioxidantes ndo enzimaticos tais como, ascorbato, glutationa,
carotendides e tocoferol que sdo eficientes em eliminar algumas ROS (ASADA, 1999;
LOGAN et al., 2006; ASHRAF, 2009).

Os mecanismos de tolerancia sob alto conteGtdo de &gua, também envolvem
modificacbes morfoldgicas, tais como, manutencdo do crescimento do sistema radicular em
detrimento da parte aérea para extrair &gua do subsolo (TARDIEU, 1996; VOLAIRE et al.,
1998; BLUM, 2005). A orientacdo foliar pode ser alterada conforme a incidéncia dos raios
solares. Sob alta intensidade luminosa, as folhas podem estar paralelas aos raios para
minimizar o tempo de exposicado e evitar o aumento da temperatura foliar (HSIAO, 1990).

Quanto aos mecanismos de tolerancia a seca sob baixo potencial hidrico, envolve a
capacidade da planta em tolerar a desidratacdo. O ajuste osmotico € o acumulo de solutos
osmoticamente ativos na célula (TURNER, 1986; HARE & CRESS, 1997; CHAVES et al.,
2003) que permite a manutencdo da turgescéncia celular e crescimento mesmo sob déficit
hidrico (TYREE & JARVIS, 1982; MORGAN, 1984; LAWLOR & LEACH, 1985, TURNER
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1986, KOBATA et al. 1992, BRAY, 1993; FUNKHOUSER et al. 1994, PALTA et al. 1994;
KRAMER & BOYER, 1995). Com o ajustamento osmético, a planta reduz o seu potencial
para extrair agua do solo e desta forma, consegue manter seus estdbmatos abertos para
assimilacdo de CO, (TYREE & JARVIS, 1982; BRAY, 1993). Os principais solutos
responsaveis para o ajustamento osmético sdo: K, NOsz;, Cl, SO, malato, aspartato,
carboidrato e aminoacido (HANSON & HITZ, 1982). Segundo Smirnoff (1998) alguns
osmélitos podem servir também como protecdo de proteinas e membrana. Algumas espécies
como Ziziphus rotundifolia Lamk. (ARNDT et al., 2001), Vitis vinifera L. (PATAKAS et al.,
2002), Eucalyptus cloeziana (NGUGI et al., 2003), Populus tremula L. e Tilia cordata Mill.
(Aasamaa et al., 2004), Olea europaea (DICHIO et al., 2006) realizam ajuste osmotico.

c) Memoria ao estresse

Alguns estudos recentes tém focado no efeito que um evento de estresse prévio tem
sob a tolerancia aos eventos de estresse subsequentes. Segundo, Conrath et al. (2006) as
plantas que sofreram estresse prévio respondem mais rapido e/ou mais forte a um estresse

subsequente seja bidtico ou abidtico.

Isso indica que as plantas tem a capacidade de memdria (stress imprint) apos o
primeiro evento de estresse. Essas respostas das plantas diante a um evento de estresse séo
controladas a nivel molecular por mudancas na expressao de genes, mas que ainda ndo sao
bem entendidas (BRUCE et al., 2007). Entretanto, Conrath et al. (2006) propuseram que
existem dois mecanismos de memoria, um por acimulo de proteinas sinalizadoras e outro por
acumulo de fatores de transcricdo. Além desses, Bruce et al. (2007) acrescentaram o
mecanismo epigenético, que envolve mudangas na atividade do DNA através da metilagdo do
DNA ou modificacdo de histonas (MADLUNG & COMAI, 2004). O mecanismo epigenético
é vantajoso, pois apresenta efeito a curto (mitose) e longo prazo (meiose), sem alterar a
sequéncia de DNA (SAZE, 2008).

Quanto ao estagio de plantas jovens, Walter et al. (2011) verificaram aumento da
fotoprotecdo em Arrhenatherum elatius (L.) P. Beauv. ex J. Presl & C. Presl. quando houve a
reincidéncia de déficit hidrico, através do decréscimo da eficiéncia quantica maxima do PSII
(Fv/Fn), indicando aumento da dissipacdo de energia para prevenir o dano oxidativo. Além

disso, Ye e Gressel. (2000) observaram em uma erva daninha (Conyza bonariensis L.
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Cronquist) pré-estressada com um herbicida, apresentaram maior tolerdncia ao estresse

oxidativo através do aumento de enzimas antioxidantes.

As sementes, quando passam por um periodo de estresse, podem ser capazes de levar
na memoria este evento, e desta forma podem responder ao estresse de forma diferenciada no
estado de planta. Recentemente tém sido publicados alguns trabalhos sobre este tema, como
foi observado em sementes de Cucumis melo L. que foram acondicionadas em diferentes
solucBes osmdticas (KNO3z, KH,PO,4, KNO3 + KH,PO4, PEG e manitol), as quais germinaram
mais rapido e originaram plantulas com raiz e parte aérea de comprimento maior quando
comparadas com as sementes ndo condicionadas (NASCIMENTO, 2003). No caso de
sementes de Triticum aestivum L. pré-tratadas com solucdo salina, que foram mais tolerantes
a salinidade durante todo o periodo de crescimento (IQBAL & ASHRAF, 2007); em sementes
de Glycine max (L.) Merr., que sofreram pré-tratamento com solugdes polietilenoglicol (PEG)
com diferentes potenciais osmaticos apresentaram estabelecimento mais rapido das plantulas
(ROUHI et al., 2011); em sementes de Nicotiana tabacum L. que sofreram pré-tratamento
com putrescina apresentaram maior toleréncia ao frio pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (XU et al., 2011).

Ainda ndo séo bem entendidos os mecanismos pelos quais as plantas, principalmente
as arboreas, conseguem tolerar ciclos recorrentes de déficit hidrico desde o estagio de
sementes até o porte de plantas jovens, uma vez que, a maioria dos trabalhos publicados
abordam poucos parametros isoladamente. No entanto, estudos que abordam dados de
germinacgdo, trocas gasosas, bioquimica, avaliagdo enzimatica e biometria, poderiam

coletivamente auxiliar neste entendimento.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar se plantas jovens de Moringa oleifera séo capazes de
carregar na memoria estresses hidricos recorrentes ocorridos desde a germinacdo das
sementes até o porte de plantas jovens e com isso apresentar maior tolerdncia a seca. As
sementes foram germinadas em baixos potenciais osmoticos 0,0; - 0,1; - 0,2; - 0,3; - 0,4 e -
0,5 MPa. Foram utilizadas plantas jovens com 50 dias ap6s a emergéncia, originadas da
germinacao de trés potenciais osmoticos 0,0; - 0,3 e - 0,4 MPa. As plantas foram submetidas a
dois regimes hidricos: as irrigadas (100% da capacidade de pote) e as estressadas (10% da
capacidade de pote), totalizando seis tratamentos. Foram realizados dois ciclos de déficit
hidrico intercalados por 10 dias de reidratacdo. Foram analisados os parametros de
germinacdo, trocas gasosas, bioquimica, enzimética e biometria. As plantas jovens de M.
oleifera sdo tolerantes aos ciclos recorrentes de seca pela manutencdo do alto contetdo
hidrico relativo (CHR), pela alta eficiéncia do uso de agua (EUA), pela manutencdo dos
pigmentos fotossintéticos e além do aumento da atividade de enzimas antioxidantes. Houve
rapida recuperacdo da taxa fotossintética durante o periodo de reidratagdo. As plantas
estressadas provenientes dos tratamentos -0,3 e -0,4 MPa apresentaram maior tolerancia a

seca quando comparada as provenientes do tratamento 0,0 MPa. Isso sugere que as sementes
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submetidas a um estresse prévio, no periodo germinativo, tém a capacidade de adquirir

memoria a seca, possibilitando a M. oleifera uma maior tolerancia a ciclos recorrentes.

Palavras-chave: estresse abiotico, oleaginosa, trocas gasosas, ROS

1. INTRODUCAO

A irregularidade da chuva, que causa longos periodos de seca, € um dos fatores que
mais limita a produtividade agricola no mundo (Rodrigues et al., 2010). Além disso, outros
fatores podem estar associados a seca como, temperatura alta, baixa umidade, alta
luminosidade e alto déficit de pressdo de vapor, que pode aumentar a evapotranspiracao anual.
Desta forma, as plantas apresentam mecanismos que as permitem escapar, alterando o
desenvolvimento fenolégico, ou tolerar, mantendo ou diminuindo o potencial hidrico sob
escassez de agua.

Moringa oleifera Lam., pertencente a familia Moringaceae, é nativa do noroeste da
india, e bem distribuida no sudeste da Asia, na Africa, na Arabia, na América do Sul, no
Pacifico e nas ilhas do Caribe (Sharma et al., 2011). Foi introduzida no Brasil na década de
50, como ornamental (Lorenzi e Matos, 2002). Possui porte arbdreo perene de crescimento
rapido, tolerante a seca e a solos pobres, no semiérido nordestino tornou-se uma alternativa
para os sertanejos que vivem a nivel de subsisténcia (Palada e Chang, 2003). Todas as partes
da M. oleifera sdo usadas na medicina natural (Sharma et al., 2011). As sementes apresentam
alto valor comercial contendo alto teor de dleo (39%), além de alta qualidade para producéo
de biocombustivel com 78% de &acido oléico e alta estabilidade contra oxidacao (Rashid et al.,
2008; Silva et al., 2010). O biocombustivel derivado do éleo de M. oleifera € de melhor

qualidade quando comparado ao de girassol, soja, palma e canola (Rashid et al., 2008), e além
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disso, a producdo de 6leo por M. oleifera é superior ao da Jatropha curcas L., Aleurites
moluccana (L.) Willd. e Pachira glabra Pasq. (Kibazohi e Sangwan, 2011).

A literatura atual ¢ ampla no que diz respeito ao estudo sobre 0s mecanismos
ecofisioldgicos que tornam espécies vegetais tolerantes a seca (Kramer e Boyer, 1995; Hsiao,
1973; Rodrigues et al., 2010). Estudos recentes envolvendo os parametros ecofisiolégicos em
plantas sob déficit hidrico tem demonstrado que a primeira resposta ao déficit hidrico é o
fechamento estomatico que restringe a perda d’agua e a assimilacdo de CO, (Ditmarova et al.,
2010). Neste cenario, quando a resisténcia a H,O é maior do que ao CO,, observa-se aumento
na eficiéncia do uso de agua (Galle et al., 2011). Sob seca, 0 excesso de energia luminosa
capturada e ndo utilizada em sua maior parte, proporciona 0 aumento do dano oxidativo
através das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Uzilday et al., 2012). O dano oxidativo pode
ser mensurado através da quantificacdo do MDA (aldeido maldnico), que é produto da
peroxidagdo lipidica de membrana (Cakmak e Horst, 1991). Em contrapartida, vias de
neutralizacdo das ROS sdo ativadas, como ciclo de carotendides e enzimas antioxidantes
(Sanchez-Diaz et al., 2007). Também pode haver aumento no contetido de aminoacidos e
carboidratos pela protedlise e hidrdlise de amidos respectivamente, devido a paralizacdo do
crescimento celular e para suprir a respiragdo (Thapa et al., 2011).

As plantas, quando sdo submetidas a um estresse, tém alta capacidade de homeostase,
mas essa resposta depende da intensidade do estresse, do tempo de exposicéo e do nimero de
eventos de estresse (Chaves et al., 2009). Estudos recentes tém demonstrado que, quando a
planta sofre uma exposicdo prévia a um estresse, ela tem a capacidade de responder mais
rapido e com mais vigor a um evento de estresse recorrente (Walter et al., 2011), esse
fenbmeno € conhecido como hardening. Isso implica que as plantas tém a capacidade de
memoria (stress imprint) que é resultado de mudancas bioquimicas e/ou epigenéticas que

ocorrem apos a primeira exposicao ao estresse (Bruce et al., 2007).
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A capacidade de memoria pode ser adquirida pela planta ainda na fase de semente.
Sementes pré-tratadas de Nicotiana tabacum L. (Xu et al., 2011), Triticum aestivum L. (Igbal
e Ashraf, 2007) e Glycine max (L.) Merr. (Rouhi et al., 2011), apresentaram maior tolerancia
ao frio, a salinidade e estabelecimento mais rapido das plantulas, respectivamente. Percebe-se
que a literatura atual é ampla no estudo de memaoria em herbéaceas, mas em arbéreas é escassa.
O objetivo principal do trabalho foi avaliar se plantas jovens de Moringa oleifera sdo capazes
de carregar na memoria estresses hidricos recorrentes ocorridos desde a germinacdo das

sementes até o porte de plantas jovens, e com isso apresentar maior tolerancia a seca.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas sementes de M. oleifera coletadas na regido metropolitana do Recife a
partir de quatro individuos, e, a seguir, foram misturadas antes do inicio dos experimentos. O
trabalho foi desenvolvido em duas etapas: a primeira com sementes em camara de germinagéo
e outra com plantas jovens sob condic¢des de casa-de-vegetacdo em potes a partir das plantas

obtidas na primeira etapa.

2.1 Etapa | — germinacao

As sementes foram esterilizadas em hipoclorito de sodio (NaOCI) a 0,5% por cinco
minutos, e, a seguir lavadas trés vezes com agua deionizada autoclavada. ApGs esta fase as
mesmas foram germinadas em caixas tipo gerbox sob duas folhas de papel filtro umedecidas
com as solugdes de potenciais osmoticos diferentes, contendo polietilenoglicol (PEG 6000):
0,0;-0,1;-0,2;-0,3; - 0,4; - 0,5 MPa, segundo Villela et al. (1991), sendo quatro repeticdes

com 50 sementes cada. As sementes foram mantidas em camara do tipo BOD sob fotoperiodo
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de 12 h e temperatura de 25°C. A avaliacdo ocorreu a cada 24 h para o célculo de velocidade

média de germinacdo (VMG) e germinabilidade (G%).

2.2 Etapa Il — Plantas jovens

Apos a germinacdo, as plantas jovens foram mantidas irrigadas em substrato na sala de
crescimento, por 15 dias, com temperatura de 25°C, umidade relativa 70% e fotoperiodo de
12 h. Posteriormente, as plantas jovens foram transplantadas para vasos de 7 L contendo
horizonte orgéanico de um solo (terra preta), horizonte argiloso (terra vermelha) e areia lavada
e na proporgdo de 3:1:1, respectivamente. Em seguida, foram mantidas inteiramente
casualizadas em casa-de-vegetacdo, sendo regadas com 100% da capacidade de pote,
diariamente.

Para o inicio do experimento com déficit hidrico, foram utilizadas plantas jovens com
50 dias apds a emergéncia, originadas da germinacgdo de trés potenciais osmoéticos 0,0; - 0,3 e
- 0,4 MPa (controle, moderado e severo, respectivamente). Para cada tratamento de
germinagdo, foram utilizadas 24 plantas, sendo 12 mantidas irrigadas com 100% da
capacidade de pote e 12 submetidas ao déficit hidrico (10% da capacidade de pote),
totalizando seis tratamentos. ApGs atingir o estresse maximo (condutancia estomatica em
torno de zero), as plantas foram reidratadas por dez dias, sendo em seguida, submetidas a um
novo ciclo de déficit hidrico (Fig. 1). Durante o experimento foram mensuradas as médias da
temperatura e da umidade relativa do ar (UR) (Fig. 2A) da casa-de-vegetacdo com auxilio de
um termohigrometro (J.Prolab/Modelo SH122); além disso, foi determinado o fluxo de fétons
fotossintéticos (FFF) utilizado nas medidas de trocas gasosas (Fig. 2B) com auxilio do

analisador de gases por infravermelho (IRGA) modelo LClpro (ADC - UK).
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2.3 Andlises e medidas

2.3.1 Status hidrico
A umidade do solo foi determinada com base em cinco amostras por tratamento nos
dias de estresse maximo (primeiro e segundo ciclo) e, no ultimo dia de reidratacdo. As
amostras foram coletadas as 06:00 h; em seguida, o peso fresco foi mensurado em balanca
(TOLEDO/modelo 9094-1); sendo as plantas posteriormente, mantidas em estufa a 80°C por

48 h e pesadas (peso seco) na mesma balanga. A umidade de solo foi determinada em
porcentagem pela formula: US (%) = 100 x (PF —PS/PF), onde US é a umidade do solo,

PF e PS é o peso fresco e seco do solo, respectivamente.

O contetdo hidrico relativo (CHR) foliar foi determinado em seis amostras por
tratamento nos dias de estresse maximo (primeiro e segundo ciclo) e no ultimo dia de
reidratacdo. Foram coletados discos foliares as 6h e foram acondicionados em potes em isopor
com gelo; em seguida foram pesados (peso fresco) em balanca semi-analitica (ADN — modelo
200); posteriormente os discos foliares foram embebidos por 24h em &gua deionizada, apds
esse periodo os discos foram pesados (peso turgido) na mesma balanca, retirando o excesso
superficial de dgua com papel macio; posteriormente, os discos foram mantidos em estufa a
80° por 48h, apds esse periodo foram pesados (peso seco) na mesma balanca (Barrs &

Weatherley,1962). O CHR foi dado em porcentagem pela  formula:

CHR(%)=100 x(PF-PS)/(PT-PS)onde, PF, PS, PT sdo peso fresco, seco e tdrgido de tecido

foliar, respectivamente.

2.3.2 Medidas de trocas gasosas
As medidas de trocas gasosas foram realizadas através do analisador de gases por

infravermelho (IRGA), modelo LClpro (ADC - UK) que forneceu dados sobre condutancia
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estomatica (gs), a assimilacdo liquida de CO, (Py), bem como a transpiragdo (E), permitindo
calcular a eficiéncia do uso da agua (EUA), através da formula: EUA=P, /E. As medidas

foram realizadas em uma folha completamente expandida, das 9h as 10h, em seis plantas por

tratamento escolhidas ao acaso.

2.3.3 Analises bioquimicas do tecido vegetal

Foi coletada uma folha totalmente expandida e madura de sete plantas por tratamento.
Imediatamente apos a coleta, o material vegetal foi embalado em papel aluminio e congelado
em nitrogénio liquido. Em seguida, foi armazenada em freezer —20°C para posterior analise
bioquimica e avaliacdo do estresse oxidativo. As coletas foram realizadas, as 15:00 h, no dia
do estresse maximo (primeiro e segundo ciclo) e no ultimo dia de reidratagdo.

Para as analises bioquimicas foram realizadas quantificacdes de carboidratos sollveis
totais (CST), aminoécidos livres totais (ALT), proteinas solluveis (PS), e pigmentos
fotossintéticos [clorofila a, b (CLa e CLb) e carotendides (CRT)]. Foram utilizadas amostras
de tecido foliar fresco seguindo as metodologias propostas por Dubois et al. (1956), Moore e
Stein (1954), Bradford (1976) e Lichthenthaler (1987), respectivamente. Todas essas analises
foram determinadas com espectrofotdmetro (Thermo Scientific/Modelo Genesys 10S UVVIS)
de duplo feixe ajustado ao comprimento de onda especifico para cada composto organico.

Para quantificagcdo de CST e ALT foram utilizados 50 mg de tecido foliar em extrato
etanélico, utilizando como padréo Glicose (180 pg.mL') e aminoacidos 1 mM (glicina, acido
glutamico, fenilalanina e arginina), respectivamente. As PS, por sua vez, foram utilizados 10
mg de tecido foliar para obtencdo do extrato, utilizando como padrdo a albumina de soro
bovino (BSA 0,1%). Quanto aos pigmentos fotossintéticos foram utilizados 50 mg de tecido

foliar para a extracdo em acetona 80%.
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2.3.4 Avaliacdo do estresse oxidativo

Foi avaliado o produto da peroxidacdo lipidica de membrana plasmatica, o aldeido
malénico (MDA) e a espécie reativa de oxigénio (ROS), peroxido de hidrogénio (H.0,),
seguindo metodologia descrita por Cakmak e Horst (1991) e Alexieva et al. (2001),
respectivamente. Para a quantificacdo de ambos, foram utilizados 50 mg de tecido foliar para
a extracdo em &cido tricloroacético (TCA 0,1%). Na reacdo do peréxido de hidrogénio foi
utilizado como padrao H,O, (1mM). Para o calculo da concentracdo do MDA foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar (155 mM™ cm™).

Foram avaliadas trés enzimas do ciclo antioxidativo a Superdxido Dismutase (SOD,
E.C. 1.15.1.1), a Catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6), e o Ascorbato Peroxidase (APX, E.C.
1.11.1.11), sequindo as metodologias propostas por Giannopolitis e Ries (1977), Havir e
Mchale (1987) e Nakano e Asada (1981). Foram utilizados 100 mg de tecido foliar em
tampdo fosfato de potassio (pH = 7,8) para a obtencdo do extrato da SOD. A atividade da
SOD foi determinada pela habilidade de inibir a reducdo fotoquimica do azul de nitro
tetrazdlio (NBT). Para a obtencdo do extrato da CAT e do APX foram utilizados 200 mg de
tecido foliar em tampdo de fosfato de potassio (pH = 7,5). A atividade da CAT e do APX
foram determinadas pela decomposicdo de H,O, e ascorbato, respectivamente, por

espectrofotémetro com A absorbancia em 1 minuto.
2.3.5 Auvaliacdo biométrica
Foram avaliadas cinco plantas por tratamento, semanalmente, quanto a altura e ao

nimero de folhas.

2.3.6 Analise estatistica
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Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) um fator. As médias,
quando apresentaram diferenca significativa, foram contrastadas pelo teste de Student

Newman Keuls a 5% de probabilidade. Os dados de G% foram transformados em

arcoseno./x/100 , onde x é a G%, antes de submeter ao teste estatistico.

3. RESULTADOS

3.1 Germinagéo

A reducdo do potencial osmético interferiu na germinagdo (Tabela 1). Com relagdo a
G%, todos os tratamentos apresentaram reducdo em relagdo ao controle (P<0,05). Houve
reducdo (P<0,05) na quantidade de sementes germinadas quando hidratadas com solucdes de
- 0,3 MPa em relagédo ao - 0,2 MPa, e de - 0,4 MPa em relagédo ao - 0,3 Mpa. Sementes de M.
oleifera ndo germinaram em potenciais osméticos abaixo de - 0,4 MPa. Com relacdo a VMG,
foi observado que as sementes germinadas sob baixos potenciais osmoticos apresentaram
reducdo (P<0,05) em relagéo ao controle (Tabela 1).

Foram escolhidos trés tratamentos para realizar o experimento em casa-de-vegetacao.
Com base nos resultados obtidos, os tratamentos - 0,3 e - 0,4 MPa foram os mais prejudicados
na G% e, além disso, o tratamento - 0,4 MPa apresentou menor VMG (P<0,05). Os
tratamentos foram denominados de controle (0,0 MPa), moderado (- 0,3 MPa) e severo (- 0,4

MPa).

3.2 Status hidrico
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As plantas de M. oleifera submetidas ao déficit hidrico, independente do tratamento de
germinacédo, apresentaram reducdo (P<0,05) na umidade do solo (Fig. 2C) em relacdo aos
tratamentos irrigados (CI, Ml e Sl). Essa reducéo foi de aproximadamente 66% no primeiro
estresse maximo (dia 10), e de 72% no segundo estresse maximo (dia 28). No dltimo dia de
reidratacdo (dia 20) n&o se observou diferenca (P>0,05) entre os tratamentos.

Apesar da reducdo da umidade do solo nos tratamentos sob déficit hidrico, ndo foi

observada reducdo no CHR foliar ao longo de todo o periodo de avaliagdo (Fig. 2D).

3.3 Trocas gasosas

Desde o inicio da imposicao do déficit hidrico, foi observado, ao longo do tempo, um
declinio da gs, Py € E, €, consequentemente aumento acentuado da EUA (Fig. 3 A-H). No
primeiro e segundo estresse maximo, a reducgdo (P<0,05) foi de aproximadamente 100% dos
tratamentos estressados (CE, ME e SE) em relacdo aos irrigados (Cl, MI e Sl) para os
parametros E e gs.

No primeiro estresse maximo (dia 10), houve reducdo (P<0,05) na Py de
aproximadamente 83% nos tratamentos CE e SE em relacdo aos tratamentos irrigados; e
reducdo de 60% do ME em relacdo aos tratamentos irrigados. Ja com relacdo a EUA, o
aumento (P<0,05) nos tratamentos CE e SE foi mais de 20.000% em relagdo aos tratamentos
irrigados; e no tratamento ME o aumento foi mais de 60.000% em relagdo aos tratamentos
irrigados. Além disso, as plantas do tratamento ME, que sofreram estresse prévio na
germinacéo, apresentaram aumento (P<0,05) em relacdo ao tratamento CE para 0s parametros
Py e EUA.

No segundo estresse maximo, houve reducdo (P<0,05) na Py dos tratamentos

estressados em relagdo aos tratamentos irrigados: de aproximadamente 90% em CE, de 80%
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em ME e SE. Com relacdo a EUA, houve aumento (P<0,05) entre os tratamentos estressados
em relacdo aos irrigados: de aproximadamente 7.000% do tratamento CE; de
aproximadamente 24.000% nos tratamentos ME e SE. Além disso, as plantas que sofreram
estresse prévio na germinacgdo apresentaram diferenca (P<0,05) em relacdo ao tratamento CE:
houve aumento no tratamento ME quanto a Py; e aumento dos tratamentos ME e SE quanto a
EUA.

No periodo de reidratacdo, foi observada uma répida recuperacdo dos tratamentos
estressados pela tendéncia de um aumento na gs, Py € E, e declinio da EUA ao longo do tempo
(Fig. 3 A-H). No entanto, no ultimo dia de reidratacdo (dia 20), houve aumento (P<0,05) da gs
no tratamento CE em relacdo aos irrigados; quanto a Py, houve aumento (P<0,05) no
tratamento ME em relacdo ao MI; por outro lado, quanto a E houve aumento de
aproximadamente 40% e 35% no tratamento CE e ME, respectivamente em relacdo aos
tratamentos irrigados; ja na EUA, o CE apresentou reducao (P<0,05) de aproximadamente
30% em relacdo aos tratamentos irrigados, e ME apresentou aumento (P<0,05) de
aproximadamente 67% em relacdo aos tratamentos irrigados. Além disso, as plantas que
sofreram estresse prévio na germinacdo (ME e SE) apresentaram diferenca (P<0,05) em

relacdo ao CE para os parametros gs (reducdo), E (reducéo) e EUA (aumento).

3.4 Solutos organicos e pigmentos fotossintéticos foliares

Foi observado acimulo de solutos e pigmentos fotossintéticos em parte dos
tratamentos estressados em relacdo aos irrigados ao longo do periodo de avaliagdo (Fig. 4 A-
F).

No primeiro estresse maximo, houve acimulo de CST apenas no tratamento CE (42%)

em relacdo ao Cl (P<0,05); de ALT em todos os tratamentos estressados em relagdo aos seus
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respectivos tratamentos irrigados: CE (117%), ME (35%) e SE (57%); ndo foi observado
acumulo de PS (P>0,05) entre os tratamentos. Com relacdo aos pigmentos fotossintéticos
(CLa, CLb e CRT), houve aumento em CE e SE em relagdo ao CI e Sl, respectivamente. As
plantas que sofreram estresse prévio na germinacdo apresentaram diferenca (P<0,05) em
relacdo ao tratamento CE: houve reducgdo no conteddo de CST e ALT nos tratamentos ME e
SE; e aumento de CLa nos tratamentos ME e SE; aumento de CLb no tratamento SE.

No ultimo dia da reidratacdo, houve acimulo de CST nos tratamentos estressados
(42%) em relagdo ao MI; de ALT nos tratamentos CE e SE, de aproximadamente 63%, em
relacdo ao ClI e SI, respectivamente; de PS no tratamento CE, de aproximadamente 76%, em
relacdo aos tratamentos irrigados. Quanto aos pigmentos fotossintéticos, houve aumento
(P<0,05) de CLa nos tratamentos CE (58%) e ME (27%) em relacdo a Cl e MI,
respectivamente; de CLb e CRT nos tratamentos CE, ME e SE em relagdo ao CI, MI, SI,
respectivamente. Além disso, as plantas que sofreram estresse prévio na germinacdo
apresentaram diferenca (P<0,05) em relacdo ao tratamento CE: houve redu¢do no contetido de
ALT, PS e CLa nos tratamentos ME e SE; e reducdo de CLb e CRT no tratamento SE .

No segundo ciclo, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos: para CST, PS,
CLa e CLb. Mas, quanto ao ALT, houve aumento (P<0,05) apenas no ME (75%) relacdo ao
MI; e, quanto ao CRT, houve aumento (P<0,05) de CE (41%) e SE (67%) em relacdo aos
tratamentos irrigados. Além disso, as plantas do tratamento ME e SE, que sofreram estresse

prévio na germinacdo, apresentaram aumento (P<0,05) de ALT em relagdo ao tratamento CE.

3.5 Sistema antiestresse oxidativo
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Foi observado aumento do produto da peroxidacdo lipidica, de espécie reativa de
oxigénio e da atividade enzimatica em alguns tratamentos estressados em relacdo aos
irrigados no periodo de primeiro e segundo tratamento de estresse maximo (Fig. 5 A-E).

No primeiro estresse maximo, houve acimulo (P<0,05) de MDA nos tratamentos CE
(125%), ME (107%) e SE (98%) em relagéo ao CI, MI e SI, respectivamente; e de H,0,
apenas no tratamento ME (44%) em relacdo ao MI. Quanto a atividade das enzimas, houve
aumento (P<0,05) da atividade da SOD no tratamento ME (44%) em relacdo ao MI; da CAT
no tratamento CE (153%) e ME (520%) em relacdo ao Cl e MlI, respectivamente; e da APX
no tratamento ME (120%) em relacdo aos tratamentos irrigados. Também foi observado
diferenca (P<0,05) entre as plantas que sofreram estresse prévio na germinacdo em relacdo ao
tratamento CE: houve reducdo de MDA nos tratamentos ME e SE; na atividade da SOD, CAT
e APX houve aumento no tratamento ME.

No segundo estresse maximo, houve acimulo (P<0,05) de MDA nos tratamentos ME
(84%) e SE (68%) em relacdo ao Ml e Sl, respectivamente; de H,O, apenas no tratamento ME
(80%) em relacdo ao MI. Quanto a atividade enzimatica, foi observado aumento (P<0,05) da
atividade da SOD nos tratamentos CE (48%) e ME (27%) em relacdo aos seus respectivos
tratamentos irrigados; a atividade da CAT foi aumentada (P<0,05) no tratamento CE (210%)
e reduzida (P<0,05) no tratamento ME (320%) em relacdo ao Cl e MI, respectivamente; a
atividade da APX foi reduzida (P<0,05) no tratamento SE (70%) em relacdo ao SI. Também
foram observadas diferencas (P<0,05) entre as plantas que sofreram estresse prévio na
germinagdo em relagdo ao tratamento CE: houve aumento de H;O, no tratamento ME; a
atividade da SOD foi reduzida no tratamento SE; a atividade da CAT foi reduzida nos

tratamentos ME e SE; a APX apresentou aumento de sua atividade no tratamento ME.

3.6 Biometria
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Quanto ao numero de folhas, houve reducdo (P<0,05) nos tratamentos estressados em
relacdo aos irrigados, com excecdo do tratamento ME que ndo houve diferenca (P>0,05) no
primeiro estresse maximo (Fig. 6A). Entretanto, ndo foi observado diferenca (P>0,05) quanto
a altura nos tratamentos estressados em relagéo aos seus respectivos tratamentos irrigados ao

longo de todo o periodo de avaliacdo (Fig. 6B).

4. DISCUSSAO

Os mecanismos pelos quais M. oleifera torna tolerante ao déficit hidrico ainda séo
desconhecidos, uma vez que a maioria dos estudos envolvendo M. oleifera aborda
principalmente composi¢do quimica e uso medicinal. O presente estudo objetivou entender
como M. oleifera tolera o déficit hidrico; e se o pré-tratamento na germinagdo ativa algum
mecanismo de prevencdo contra os efeitos do déficit hidrico.

Embora a semente de M. oleifera apresente baixa umidade, esta ndo possui eficiéncia
na absorcdo de agua quando o substrato apresenta baixa disponibilidade dela (Tabela 1). O
que pode indicar que a germinacdo s6 ocorre na estacdo chuvosa. Resultados semelhantes
foram obtidos na germinacdo de uma oleaginosa (Carthamus tinctorius L.) sob baixos
potenciais osmoticos (utilizando PEG 6000), foi constatado que a reducdo do potencial
osmético diminui a taxa de germinacdo e que C. tinctorus ndo germina em potenciais abaixo
de - 0,45 MPa (Dantas et al., 2011). Sementes de Pinus taeda L. (teor de 6leo 52,3%)
apresentam graus de umidade de equilibrio mais baixos do que sementes de Eucalyptus
grandis W. Hill. (teor de 6leo 24,2%), pois absorvem menos agua pelo fato de serem

hidrofobicas (Fantinatti et al., 2005).
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As plantas de M. oleifera, quando jovens, conseguem manter seu CHR foliar alto,
mesmo sob baixa umidade do solo (Fig. 2D). Com isso, auxilia a manutencdo dos processos
fisiologicos na célula, bem como o seu crescimento (Fig. 6B). Resultados semelhantes foram
encontrados em plantas arboreas de dois anos de idade, tal como em Persea indica (L.)
Spreng. apds 16 dias de seca (Sanchez-Diaz et al., 2007). De forma diferente em Laurus
azorica (Seub.) Franco, Myrica faya Dryand. (Sanchez-Diaz et al., 2007), Quercus ilex L. e
Cistus albidus L. (Galle et al., 2011), todas arbdreas, ndo conseguiram manter um alto CHR
sob déficit hidrico. Apesar da altura da planta ser mantida, a reducdo no namero de folhas é
extremamente acentuada (Fig. 6 e 7) o que pode reduzir a area exposta a atmosfera
responsavel pela transpiracao.

As plantas jovens de M. oleifera, submetidas ao déficit hidrico, apresentaram como
primeira linha de defesa o fechamento estomatico (Fig. 3 A-B). Parece ser comum em
espécies arboreas, tais como, Picea abies (L.) H. Karst. (Ditmarova et al., 2010), L. azorica,
P. indica, e M. faya (Sanchez-Diaz et al., 2007), Q. ilex e C. albidus (Galle et al., 2011). Tal
comportamento é esperado em plantas de porte arbéreo, uma vez que, a relacdo parte
aérea/raiz ¢ muito alta. Dessa forma, reduzir a transpiracdo € vital quando sob baixa
disponibilidade hidrica.

No entanto, a Py ndo foi reduzida na mesma propor¢éo do que a E, o que proporcionou
um aumento da EUA (Fig. 3 C-H). No periodo de reidratacéo, a recuperacao fotossintética foi
mais rapida do que o seu declinio sob déficit hidrico. Com apenas dois dias de reidratagdo, as
plantas submetidas ao déficit hidrico (CE, ME e SE) ja ndo apresentavam diferenca (P>0,05),
quanto a Py, em relacdo as irrigadas (Fig. 3 C-D). O mesmo ndo foi observado por Galle et al.
(2011), que estudaram duas espécies arbdreas do Mediterraneo uma sempre-verde (Q. ilex) e
outra semi-decidua (C. albidus) sob ciclos recorrentes de seca e observaram um declinio mais

rapido em Py no periodo seco, do que a recuperacdo no periodo de reidratacdo. Porém, nesse
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mesmo periodo, as plantas de M. oleifera estressadas mantiveram gs com valores menores em
relacdo as irrigadas, indicando que houve um ajuste para reduzir a transpiragdo e
consequentemente um aumento (P<0,05) na EUA. Desta forma, gs necessitou de mais tempo
para recuperacdo do que a Py. Galle et al. (2011) mostraram que essa rapida recuperacao de
Pn acompanhada de valores baixos de gs se deu pela alta condutancia mesofilica (gm), 0
mesofilo apresentou resisténcia menor a difusdo do CO,, sendo o estbmato o principal fator
limitante para a fotossintese. Tal comportamento conduz a uma taxa de crescimento acentuada
da espécie, com alta EUA, mesmo sob condi¢fes onde a disponibilidade hidrica no solo possa
sofrer oscilagbes sazonais, assim como no semiarido nordestino. Este crescimento €
sustentado pela manutencdo da taxa fotossintética, apesar de ser menor que a taxa potencial de
quando bem hidratada, e também pelo alto CHR, o que pode ser um indicativo de uma
acentuada condutividade hidraulica no interior do caule.

As plantas de M. oleifera, provenientes da germinacdo sob diferentes potenciais
osméticos, apresentaram respostas diferenciadas quando submetidas ao déficit hidrico. Com
base na eficiéncia do uso de &gua, verificou-se que o tratamento ME (-0,3 MPa) apresentou
maior tolerancia ao déficit hidrico no primeiro estresse maximo; e, no segundo estresse
maximo, o tratamento ME e SE (-0,4MPa) foram os mais tolerantes. Mesmo no periodo de
reidratacdo, foram observados valores menores na gs de ME e SE em relagdo ao CE, o que
garantiu valores maiores de EUA. Estes resultados sugerem que as plantas que foram
estressadas previamente na germinacdo podem ter adquirido meméria, e assim obtiveram
respostas superiores sob déficit hidrico, quando comparadas as plantas que ndo apresentaram
estresse na germinacéo (CE).

No primeiro estresse maximo, as plantas jovens de M. oleifera modificaram seu
metabolismo celular, sobretudo no tratamento CE que apresentou maior acimulo de CST e

ALT (Fig. 4 A-B). Ja as plantas submetidas ao estresse prévio na germinacdo (ME e SE)
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apresentaram menor alteracdo metabolica com o acumulo de apenas ALT. Esses acimulos de
solutos no interior da célula, provavelmente se deve a pelo fato de haver pouquissimo fluxo
transpiratorio, o que impede o translocamento dos carboidratos e aminoécidos para outras
partes da planta. Em compensac¢édo, no segundo estresse maximo, as plantas do tratamento CE
apresentaram alteracdo metabodlica menor em relagdo ME e SE, indicando que houve um
ajuste bioquimico em decorréncia do primeiro evento de estresse (Fig. 4). Os resultados
bioquimicos mostraram que o aumento no conteldo de ALT em plantas jovens de M. oleifera
ndo foi seguido pela degradacdo de proteinas (protedlise). Sugere-se que esse aumento de
ALT seja por sintese de novos aminoacidos, o que é indicativo de tolerancia (Rodrigues et al.,
2010).

N&o houve reducdo de pigmentos fotossintéticos em ambos os ciclos de seca (Fig. 4
D-E), quando comparada as plantas irrigadas. Porém, com 10 dias de reidratagdo, apds o
primeiro ciclo, o contelido de CLa e CLb foi maior nas plantas do CE e ME em relacdo a
todos os tratamentos (P<0,05) (Fig. 4 D-E). Além disso, houve aumento da fotoprotecdo
através dos carotendides, o que pode ter ajudado a dissipar o excesso de energia (Fig. 4F). A
manutencgdo do conteldo dos pigmentos fotossintéticos, ou seu aumento, pode contribuir para
uma rapida recuperacdo ap6s o periodo de estresse, 0 que pdde ser observado em Py mesmo
sob uma reduzida gs (Fig. 3 A-D), resultados semelhantes em arboreas podem ser encontrados
em Shvaleva et al. (2006) e Sanchez-Diaz et al. (2007).

A espécie em estudo, a idade em que o estresse foi imposto e a intensidade do déficit
hidrico parecem ser determinantes no comportamento do contetdo das moléculas organicas
presentes nas folhas, como observado em duas espécies arboreas tropicais onde houve
aumento de solutos (Rodrigues et al., 2010), em duas do Mediterraneo (Galle et al., 2011), por
outro lado ndo houve alteracdo em quatro espécies da floresta Atlantica quando jovens sob

seca (Souza et al., 2010).
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Como foi visto anteriormente, a primeira acdo da planta contra o déficit hidrico é o
fechamento estomatico, que causa o aumento de temperatura foliar e pode diminuir a taxa
CO,/0; intracelular, diminuindo a assimilagdo de CO, e aumentando a fotorrespiragdo (em
plantas C3) (Foyer e Noctor, 2000). O excesso de energia facilita 0 acimulo de moléculas de
oxigénio, proporcionando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que pode
causar dano oxidativo a célula, mas também serve como molécula sinalizadora, como no caso
do peroxido de hidrogénio (Foyer e Noctor, 2000). Portanto, plantas quando submetidas ao
déficit hidrico apresentam mudancas no seu metabolismo celular para evitar dano oxidativo.

O aumento no contetdo de carotendides ndo foi suficiente para evitar o dano
oxidativo, verificado pelo acimulo de MDA que é resultado da peroxidagdo lipidica da
membrana (Fig. 5A). O tratamento CE apresentou maior atividade da CAT no primeiro
estresse maximo, e de SOD e CAT no segundo. Desta forma, sugere-se que o primeiro ciclo
de déficit hidrico nas plantas do tratamento CE serviu como estimulo para indugdo da
atividade de enzimas antioxidantes (SOD e CAT) para responderem com mais vigor ao déficit
hidrico no estresse recorrente, pois sabe-se que a SOD atua dismutando o O,” em H,0;, em
varios compartimentos celulares. Walter et al. (2011) observaram aumento na fotoprotecédo
em Arrhenatherum elatius (L.) P. Beauv. ex J. Presl & C. Presl submetida a ciclos recorrentes
de déficit hidrico. Além disso, os resultados indicam que a maior protecdo neste tratamento
foi no peroxissomo, onde a CAT processa 0 H,O, gerado pela fotorrespiracdo (Foyer e
Noctor, 2000).

CAT e APX sdo as principais enzimas que eliminam o H,O; nas folhas, ambas atuam
cooperativamente, mas sabe-se que a APX tem mais afinidade ao H,O, do que a CAT (Foyer
e Noctor, 2000). Logo no primeiro estresse maximo, as plantas do tratamento ME
apresentaram aumento da atividade das enzimas estudadas, mas no segundo estresse maximo

s6 nao foi observado aumento na atividade da CAT (Fig. 5 A-C). Estes resultados indicam
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que 0 estresse prévio na germinacao pode ter auxiliado como memoria ao déficit hidrico, e
que neste tratamento além de protecdo ao peroxissomo houve aumento de protecdo no
cloroplasto, local principal de atuacdo da APX (Foyer e Noctor, 2000).

Curiosamente, as plantas do tratamento SE ndo apresentaram aumento nem da
atividade de enzimas antioxidantes e nem no dano oxidativo em relacdo aos demais
tratamentos estressados (Fig. 5 A-D). Porém, com menor atividade da SOD (Fig. 5A)
produziu a mesma quantidade de MDA quando comparada ao CE (Fig. 5D). Estes resultados
sugerem que a dissipacdo de ROS possa ter ocorrido por agente ndo enzimatico, como é o
caso dos carotendides que apresentaram nivel elevado durante os periodos de estresse maximo
(Fig. 4F). A inibicdo da atividade de algumas enzimas pode ter sido em consequéncia de uma
regulacdo na sua expressdo génica, da desnaturacdo, e/ou inativacdo dessas proteinas
(Cavalcanti et al., 2007). Em Eucalyptus globulus Labill. ndo foi observado aumento da
atividade enzimatica em folhas sob déficit hidrico, porém nas raizes esta ocorreu (Shvaleva et
al., 2006)

As plantas jovens de M. oleifera apresentaram alta plasticidade para realizarem ajustes
metabdlicos durante o periodo de seca e para serem capazes de se recuperar durante o periodo
de reidratacdo. Os nossos resultados sugerem que plantas jovens de M. oleifera aumentam a
tolerancia apos ciclos recorrentes de seca, utilizando mais de um mecanismo. Através da alta
EUA, pois evita 0 maximo de perda hidrica por molécula de CO, assimilada e também a
acentuada perda de folhas e manutencdo do alto CHR foliar. A manutencdo no conteido de
clorofila também pode ser considerada como uma estratégia de tolerancia. Além disso, as
plantas jovens de M. oleifera minimizam o estresse oxidativo pelo aumento no contetdo de
carotendides e da atividade de enzimas do ciclo antioxidante (SOD, CAT e APX). Entre 0s
tratamentos estressados, os tratamentos ME e SE apresentaram maior tolerancia ao déficit

hidrico durante todo o periodo de avaliacdo. Portanto, as sementes de M. oleifera submetidas
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a um estresse prévio, no periodo germinativo, tém a capacidade de adquirir memoria a seca,

possibilitando uma maior tolerancia aos ciclos recorrentes de seca.
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TABELA

Tabela 1. Germinabilidade (G%) e velocidade média de germinagdo (VMG) de sementes de
Moringa oleifera submetidas a diferentes potenciais osméticos (MPa).

Tratamento (MPa) G% VMG (dias™)
0,0 945+ 1,79 A 0,14 £ 0,004 A
-0,1 71,0+ 4,82B 0,08 £ 0,007 B
-0,2 76,0 £3,54 B 0,09 £ 0,006 B
-0,3 52,5+ 3,90C 0,09 £ 0,006 B
-0,4 6,0+x212D 0,05+ 0,014 C

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Student Newman Keuls a 5% de probabilidade, £E.P, n=4.
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LEGENDAS DE FIGURA

Fig. 1. Esquema do desenho experimental de Moringa oleifera submetida a ciclos recorrentes
de déficit hidrico. Contendo seis tratamentos controle estressado (CE), moderado estressado
(ME), severo estressado (SE), controle irrigado (Cl), moderado irrigado (MI) e severo
irrigado (S1). Valores em porcentagem indicam a quantidade de rega em relacdo da
capacidade de pote.

Fig. 2. Temperatura (°C) e Umidade relativa do ar (UR%) (A). Fluxo de f6tons fotossintéticos
(umol.m?.s™) utilizados nas medidas de trocas gasosas (B). Seta para baixo indica estresse
maximo do primeiro ciclo (dia 10), e seta para cima indica Ultimo dia de reidratacdo e inicio
do segundo ciclo de estresse (dia 20). Umidade do solo (US%) (C) e contetdo hidrico relativo
(CHR) foliar (D) de plantas jovens de Moringa oleifera submetidas aos tratamentos: controle
estressado (CE), moderado estressado (ME), severo estressado (SE), controle irrigado (Cl),
moderado irrigado (MI) e severo irrigado (SI) no estresse maximo (dia 10) do primeiro ciclo,
ultimo dia de reidratacdo (dia 20) e maximo estresse (dia 28). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Student Newman Keuls, a 5% de
probabilidade, £E.P., n=4

Fig. 3. (A-B) Condutancia estomatica (gs), (C-D) assimilacdo liquida de CO, (Py), (E-F)
transpiracdo (E), e (G-H) eficiéncia do uso de agua (EUA) de plantas jovens de Moringa
oleifera submetidas aos tratamentos controle estressado (CE), moderado estressado (ME),
severo estressado (SE), controle irrigado (ClI), moderado irrigado (MI) e severo irrigado (SI)
ao longo de todo o periodo de experimento. Seta para baixo indica estresse maximo do
primeiro ciclo (dia 10), e seta para cima indica ultimo dia de reidratacéo e inicio do segundo
ciclo de estresse (dia 20). Barras verticais representam +E.P. (n=4).

Fig. 4. Mudangas no conteldo de (A) carboidratos soliveis totais (CST), (B) aminoéacidos
livres totais (ALT), (C) proteinas soltveis (PS), (D) clorofila a (CLa), (E) clorofila b (CLb) e
(F) Carotendides (CRT) em folhas de plantas jovens de Moringa oleifera submetidas aos
tratamentos controle estressado (CE), moderado estressado (ME), severo estressado (SE),
controle irrigado (Cl), moderado irrigado (MI) e severo irrigado (SI) durante o primeiro
estresse maximo (dia 10), dltimo dia de reidratacdo (dia 20) e segundo estresse maximo (dia
28). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem (P<0,05) pelo teste de Student Newman
Keuls a 5% de probabilidade. Barras verticais representam +E.P. (n=4).

Fig. 5. Alteracdo da atividade de enzimas antioxidantes (A) superéxido dismutase (SOD), (B)
catalase (CAT), (C) ascorbato peroxidase (APX) e mudancas no conteldo foliar de (D)
aldeido malénico (MDA), (E) perdxido de hidrogénio (H,O,) em plantas jovens de Moringa
oleifera submetidas aos tratamentos controle estressado (CE), moderado estressado (ME),
severo estressado (SE), controle irrigado (ClI), moderado irrigado (MI) e severo irrigado (SI)
durante o primeiro estresse maximo (dia 10), ultimo dia de reidratacdo (dia 20) e segundo
estresse maximo (dia 28). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste de Student Newman Keuls a 5% de probabilidade. Barras verticais representam
+E.P. (n=4).

Fig. 6. Numero de folhas (A) e altura (B) em plantas de jovens de Moringa oleifera
submetidas aos tratamentos controle estressado (CE), moderado estressado (ME), severo
estressado (SE), controle irrigado (Cl), moderado irrigado (Ml) e severo irrigado (SI) durante
0 primeiro estresse maximo (dia 10), dltimo dia de reidratacdo (dia 20) e segundo estresse
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maximo (dia 28). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
de Student Newman Keuls a 5% de probabilidade. Barras verticais representam +E.P. (n=5).

Fig. 7. Aspectos das plantas jovens de Moringa oleifera provenientes dos seis diferentes
tratamentos: controle estressado (CE), moderado estressado (ME), severo estressado (SE),
controle irrigado (CI), moderado irrigado (Ml), severo irrigado (SI). No dia do estresse
maximo do segundo ciclo de estresse (dia 28).
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CONCLUSOES

1. Aredugdo do potencial osmético limita a germinacdo de sementes de M. oleifera;

2. As plantas jovens de M. oleifera aumentam a tolerancia apés ciclos recorrentes de
seca, utilizando alta eficiéncia do uso da agua, acentuada perda de folhas, manutencéo
de um alto contetdo hidrico relativo foliar, manutencdo no contetdo de clorofila,
aumento da defesa antioxidante pelo conteldo de carotendides e da atividade de
enzimas do ciclo antioxidativo (superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase);

3. As sementes de M. oleifera submetidas a um estresse prévio (ME e SE), no periodo
germinativo, tem a capacidade de adquirir memoria a seca, possibilitando uma maior
tolerancia aos ciclos recorrentes de seca em relacdo as plantas que ndo sofreram

estresse prévio (CE).
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RESUMO

Moringa oleifera € uma arbdrea, tolerante a seca e a solos pobres, no semiérido
nordestino, compreendendo uma alternativa para 0s sertanejos que vivem a nivel de
subsisténcia. E principalmente utilizada na limpeza de &gua por apresentarem propriedades
coagulantes e floculantes. As sementes apresentam destacado valor comercial contendo alto
teor de 6leo com qualidades impares para producdo de biocombustivel. Estudos recentes
indicam que quando a planta sofre uma exposicdo prévia a um estresse, ela tem a capacidade
de responder mais rapido e com mais vigor a um evento de estresse recorrente, esse fenémeno
é conhecido como endurecimento (hardening). Isso implica que as plantas tem a capacidade
de memdria (stress imprint). O objetivo do trabalho foi avaliar se plantas jovens de Moringa
oleifera sdo capazes de carregar na memoria estresses hidricos recorrentes ocorridos desde a
germinacdo das sementes até o porte de plantas jovens e com isso apresentar maior tolerancia
aseca. As sementes foram germinadas em baixos potenciais osméticos 0,0; - 0,1; - 0,2; - 0,3;
- 0,4 e - 0,5 MPa. Foram utilizadas plantas jovens com 50 dias apds a emergéncia, originadas
da germinacédo de trés potenciais osméticos 0,0; - 0,3 e - 0,4 MPa. Para cada tratamento de
germinacdo houve dois regimes hidricos: as irrigadas (100% da capacidade de pote) e as
estressadas (10% da capacidade de pote), totalizando seis tratamentos. Foram realizados dois
ciclos de déficit hidrico intercalados por 10 dias de reidratacdo. Foram analisados 0s
parametros de germinacdo, trocas gasosas, bioquimica, enzimatica e biometria. As sementes
de M. oleifera ndo germinaram em potenciais osméticos menores que - 0,4 MPa. As plantas
jovens de M. oleifera foram tolerantes aos ciclos recorrentes de seca em decorréncia do alto o
contetdo hidrico relativo (CHR), da alta eficiéncia do uso de dgua (EUA), da manutencéo no
conteido de clorofila, da sintese de novos aminodcidos, além do aumento da atividade de
enzimas antioxidantes e de carotendides. Ap6s o primeiro ciclo a taxa fotossintética foi
recuperada rapidamente, indicando a preservacdo do metabolismo mesofilico. As plantas
estressadas provenientes do tratamento - 0,3 e - 0,4 MPa apresentaram maior tolerancia ao
déficit hidrico do que as plantas estressadas provenientes do tratamento 0,0 MPa. Sugerindo
que as sementes submetidas a um estresse prévio, no periodo germinativo, tem a capacidade
de adquirir memoria a seca, possibilitando a M. oleifera uma maior tolerancia a ciclos

recorrentes.

Palavras-chave: estresse abiotico, oleaginosa, déficit hidrico, trocas gasosas, ROS
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ABSTRACT

Moringa oleifera is a poor soil, drought tolerant tree. It can be found in arid lands, like
Northeast Brazil, and is an alternative for those who live there. It is mainly used in order to
clean water by coagulants and flocculating properties. The seeds have high commercial value
and contain high oil percentage with high quality for biofuel production. Recent studies
indicate that when the plant suffers a prior exposure to stress (priming), it has the ability to
respond faster and stronger to a recurring stress event: a phenomenon known as
hardening. This implies that the plants have memory (stress imprint) capacity. The goal of this
essay was to assess if young plants of Moringa oleifera are able to keep in memory recurring
hydric stress events that occurred from seed germination to the seedlings and, this way,
display increased drought tolerance. The seeds were germinated on low osmotic potentials
0.0;- 0.1;- 0.2; - 0.3 and - 0.4 MPa. Young plants, 50 days after the emergency, were used
(originated from the germination of three osmotic potentials: 0.0; - 0.3 and - 0.4 Mpa). For
each germination treatment there were two water regimes: the irrigated (100% of the pot
capacity) and the stressed ones (10% of the pot capacity), totalizing six treatments. Two
cycles of water deficit were conducted, interspersed by 10 days of rehydration. The analyzed
parameters were gas exchange, biochemistry, enzymatic and biometrics. The M. oleifera
seeds didn't germinate on osmotic potentials lower than - 0.4 MPa. The young plants of M.
oleifera are tolerant to recurring cycles of drought because of its high water content (CHR),
high water use efficiency (EUA), maintenance of the chlorophyll contents, increased activity
of antioxidant enzymes and carotenoids. After the first cycle, the photosynthetic rate was
recovered quickly, indicating preservation of the mesophyll metabolism. The stressed plants
from - 0.3 and - 0.4 MPa treatments presented greater tolerance to water deficit than stressed
ones from 0.0 MPa treatment. Suggesting that seed submitted to a prior stress in germinal
period, has the ability to acquire drought memory, enabling the M. oleifera a greater tolerance

to recurring cycles.

Keywords: abiotic stress, oilseed, gas exchange, ROS
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION
Aims and Scope of the Journal Environmental and Experimental Botany

Environmental and Experimental Botany (EEB) publishes research papers on the physical, chemical,
biological, molecular mechanisms and processes involved in the responses of plants to their
environment.

In addition to research papers, the journal includes review articles. Submission is in agreement with
the Editors-in-Chief.

The Journal also publishes special issues which are built by invited guest editors and are related to
the main themes of EEB.

The areas covered by the Journal include:

(1) Responses of plants to heavy metals and pollutants

(2) Plant/water interactions (salinity, drought, flooding)

(3) Responses of plants to radiations ranging from UV-B to infrared

(4) Plant/atmosphere relations (ozone, CO2 , temperature)

(5) Ecophysiology of Northern plants under global change and environmental stress

Each submitted manuscript related to these areas should be based on an explicitly elaborated
mechanistic hypothesis.

The following types of manuscripts are not suitable for EEB: purely descriptive studies, use of
unicellular or micro-organisms as models, agricultural investigations, phytopathological studies,
ecological reports, studies of plant biology without considering environmental factors.

Types of paper
1. Original full papers (Regular Papers) 2. Review articles on Environmental Issues in Plant Science.

Original papers should report the results of original research. The material should not have been
previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Reviews should be related to an area covered by the journal. These are written on invitation or after
initial contact with the Editor-in-Chief.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

Policy and ethics

The work described in your article must have been carried out in accordance with The Code
of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
humans http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; EU Directive 2010/63/EU
for animal experiments http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/legislation_en.htm;
Uniform Requirements for manuscripts submitted to Biomedical journals http://www.icmje.org. This
must be stated at an appropriate point in the article.

Conflict of interest

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
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Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it is not
under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and
tacitly or explicitly by the responsible authorities where the work was carried out, and that,
if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in English or in any other
language, including electronically without the written consent of the copyright-holder. To verify
originality, your article may be checked by the originality detection software iThenticate. See also
http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Changes to authorship

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a "Journal Publishing Agreement’ (for
more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the
agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to
the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a "Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

Retained author rights
As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

Open access

This journal offers you the option of making your article freely available to all via the ScienceDirect
platform. To prevent any conflict of interest, you can only make this choice after receiving notification
that your article has been accepted for publication. The fee of $3,000 excludes taxes and other
potential author fees such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have
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entered into agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their authors. Details of these
agreements are available at http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles,
who wish to take advantage of this option, should complete and submit the order form (available at
http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever access option you choose, you retain
many rights as an author, including the right to post a revised personal version of your article on your
own website. More information can be found here: http://www.elsevier.com/authorsrights .

Language and language services

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and
post-submission please visit http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support
site at http://support.elsevier.com for more information.

Submission

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via http://ees.elsevier.com/eeb/

Referees
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 5 potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

PREPARATION

Use of wordprocessing software

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your wordprocessor.

Article structure
1. Manuscripts should be written in English. Authors whose native language is not English are strongly
advised to have their manuscripts checked by an English-speaking colleague prior to submission.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Results
Results should be clear and concise.
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Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double
name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work
was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately
after the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers (with country
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that convey
the core findings of the article and should be submitted in a separate file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.
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Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Authors and Editor(s) are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.

All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their scientific names
when the English term is first used, with the exception of common domestic animals.

All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first used
in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

Database linking and Accession numbers

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession numbers
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained
below.

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link
in the online version of the article.

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are
given in parentheses):

* GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI)
(GenBank ID: BA123456)

e PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP)

e CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510)

e TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)

* NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

e OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

e MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

e MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (MI ID: 0218)

e UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOHS)

Math Formulae

Present simple formulae in the line of normal text where possible. In principle, variables are to be
presented in italics.

Number consecutively any equations that have to be displayed separate from the text (if referred
to explicitly in the text).

Subscripts and superscripts should be clear.

Greek letters and other non-Roman or handwritten symbols should be explained in the margin where
they are first used. Take special care to show clearly the difference between zero (0) and the letter
0, and between one (1) and the letter |.
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Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first used. For
simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general only equations
explicitly referred to in the text need be numbered.

The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Also powers of e are often more
conveniently denoted by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are: *P <0.05,
**p <0.01 and ***P <0.001.

In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g., Ca2+, not as Ca++. Isotope numbers
should precede the symbols, e.g., 180.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Save text in illustrations as 'graphics’ or enclose the font.

¢ Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
e Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics’.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is'.

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
e Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.
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Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication’. Citation of a reference as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference

Note: Authors are strongly encouraged to check the accuracy of each reference against its original
source.

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text of
the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of author's
names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if necessary
- by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988) has shown that..."
"This is in agreement with results obtained later (Kramer,1989, pp. 12-16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the name of the
first author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be used in the
list of references. In this list names of first author and co-authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references
should be arranged alphabetically on authors' names, and chronologically per author. If an author's
name in the list is also mentioned with co-authors the following order should be used: publications
of the single author, arranged according to publication dates -- publications of the same author with
one co-author -- publications of the author with more than one co-author. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1994a, 1994b, etc.

5. Use the following system for arranging your references, please note the proper position of the
punctuation:

a. For periodicals Chettri, M.K., Sawidis, T., Zachariadis, G.A., Stratis, J.A., 1997. Uptake of heavy
metals by living and dead Cladonia thalli. Environ. Exp. Bot.37, 39-42.

b. For edited symposia, special issues, etc., published in a periodical
Rice, K., 1992. Theory and conceptual issues. In: Gall, G.A.E., Staton, M. (Eds.), Integrating
Conservation Biology and Agricultural Production. Agriculture, Ecosystems and Environment 42, 9-26.
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c. For books Gaugh, Jr.,, H.G., 1992. Statistical Analysis of Regional Field Trials. Elsevier, Amsterdam.

d. For multi-author books Delacy, 1.H., Cooper, M., Lawrence, P.K., 1990. Pattern analysis over years
of regional variety trials: relationship among sites. In: Kang, M.S. (Ed.), Genotype by Environment
Interaction and Plant Breeding. Louisiana State University, Baton Rouge, LA, pp. 189-213.

6. Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of references according to the Bibliographic
Guide for Editors and Authors (The Chemical Abstracts Service, The Ohio State University, Columbus,
OH 43210, USA).

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Roman alphabets should be transliterated, and a notation
such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.

8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press”.

9. References concerning unpublished data and "personal communications” should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of references according to the Bibliographic
Guide for Editors and Authors (The Chemical Abstracts Service, The Ohio State University, Columbus,
OH 43210, USA).

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video
file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Linking to and depositing data at PANGAEA

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and build upon the
conclusions published in your paper. We recommend that data should be deposited in the data library
PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality controlled and archived by an editor in standard
machine-readable formats and are available via Open Access. After processing, the author receives
an identifier (DOI) linking to the supplements for checking. As your data sets will be citable you
might want to refer to them in your article. In any case, data supplements and the article will be
automatically linked as in the following example: doi:10.1016/0016-7037(95)00105-9. Please use
PANGAEA's web interface to submit your data (http://www.pangaea.de/submit/).

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

¢ Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

* All figure captions

« All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

» All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
 Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
» If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows (example taken
from a document in the journal Physics Letters B):

doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are guaranteed
never to change.

AUTHOR INFORMATION PACK 17 Jan 2012 www.elsevier.com/locate/envexpbot 12

77



Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your article published quickly and accurately - please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with
the publication of your article if no response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article
is accepted for publication. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes
a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please
visit this journal's homepage. Contact details for questions arising after acceptance of
an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher. You
can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs (http://www.elsevier.com/authorFAQ) and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com

AUTHOR INFORMATION PACK 17 Jan 2012 www.elsevier.com/locate/envexpbot 13

78



