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APRESENTACAO

A escassez de agua, aliada ou ndo a salinidade dos solos, é um dos fatores que mais
limita a produgdo agricola nas regides aridas e semidridas do mundo. Entretanto,
mecanismos de tolerancia, desenvolvidos pelas plantas, frente as condicGes limitantes
de agua, tém despertado grande interesse entre 0s pesquisadores da area. Em geral, a
aclimatacao da planta, mediante condicdes de déficit hidrico, envolve uma variedade de
mecanismos adaptativos, dos quais se podem citar as mudangas morfofisiologicas e

aquelas de carater puramente bioquimicos.

Jatropha curcas L. é uma euforbidcea arbustivo-lenhosa, de grande interesse
econdmico, devido principalmente a qualidade do seu 6leo. J. curcas pode ser cultivada
em diferentes condicdes edafoclimaticas, mesmo sob fortes irradiancias ou em regides
expostas a longos periodos sem chuvas; condi¢cBes estas muito frequentemente
encontradas no semiarido nordestino. Para tanto, a espécie possui abscisdo foliar,
mecanismos antioxidativos e ajustamento osmotico como estratégia de aclimatacdo as

variacdes ambientais.

Na grande maioria das situacdes, o ambiente influencia fortemente na atividade
fotossintética das plantas; parte devido ao déficit de pressdo de vapor que se estabelece
entre a planta e a atmosfera, especialmente em dias e/ou ambientes mais secos. Neste
sentido, a capacidade de uma determinada espécie sobreviver depende de sua eficiéncia
em restringir a perda de agua, a0 mesmo tempo que troca gases de forma eficiente.
Algumas espécies previnem a perda de dgua mediante maior sensibilidade estomatica,
com reducdo da abertura do poro estomatico; outras mediante reducdo na sua densidade

estomatica, i.e., estruturas potencialmente evapotranspirantes.

Diversos estudos tém mostrado que a densidade estomatica e o desenvolvimento
estomatico sdo afetados pelas condicBes ambientais (e.g., umidade, seca, estresse
luminoso, ozbnio, temperatura e concentracdo de CO, atmosférico), podendo, certas
plantas, apresentar caracteristicas que sdo resultantes da plasticidade fenotipica diante
de variacOes ambientais. Entretanto, a planta pode diminuir ou aumentar sua area foliar,
com consequente diminuicdo ou aumento dos espacos entre as células, de forma que a

razdo entre o nimero de estdbmatos e o numero das demais células da epiderme, tende a
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ser constante. Essa caracteristica foi definida por Salisbury, no inicio do século XX,
como indice estomatico. De acordo com aquela descri¢do, o indice estomatico seria
intrinseco da espécie, ndo apresentando variagdes, fato que poderia ser utilizado como

uma importante ferramenta na taxonomia de plantas.

E notério que as plantas se adaptam as condigbes estressantes; assunto vastamente
explorado na literatura. Entretanto, tais estudos se referem basicamente aos mecanismos
fisiolégicos e/ou bioquimicos; poucos, porém, abordam as alteracbes em nivel
morfoanatdmico. Neste sentido, este trabalho objetivou correlacionar a morfologia
estomatica com o0s principais parametros de trocas gasosas, em plantas adultas de
Jatropha curcas L. desenvolvidas em duas condi¢cdes ambientais, i.e. Mata Atlantica e

regido semidrida, sujeitas a regimes hidricos distintos.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
Biodiesel no Brasil e no Mundo

O aparecimento do biodiesel se deu ao final do século XIX, quando em 1897 Rudolf
Diesel desenvolveu um motor movido a base de diversos 6leos vegetais. Expondo sua
criagdo na Mostra Mundial de Paris em 1900, Rudolf Diesel utilizou 6leo de amendoim
para produzir combustdo. Com o aparecimento e crescimento posterior da indUstria do
petroleo, no inicio do século XX, houve um total desinteresse pela producdo de
combustiveis provenientes de 0Oleos vegetais. O petroleo era, naquela época, o mais
barato dos combustiveis (MOON, 1974), tendo a industria petrolifera tirado grande
proveito daquela recente descoberta, da qual se produziu, anos mais tarde o dleo diesel
mineral como propulsor de motores (GROSSER, 1978).

O biodiesel, em sua forma geral, pode ser conceituado como um combustivel
biodegradavel, obtido de fontes renovaveis, em geral extraido de fontes vegetais. Pode
ser extraido por diferentes processos quimicos, entre eles o craqueamento, a
esterificacdo e a transesterificacdo (COSTA, 2008). Este ultimo é o mais utilizado e
consiste numa reacdo quimica de 6éleos vegetais ou de gorduras animais com o &lcool
comum (etanol) ou o metanol, estimulado por um catalisador (PARENTE, 2003). Desse
processo, além do biodiesel, também se extrai a glicerina, que é removida do 6leo
vegetal e utilizada na fabricacdo de sabonetes e diversos outros cosméticos (COSTA,
2008).

A producéo e uso do biodiesel no Brasil, como fonte de energia alternativa ao diesel de
origem féssil, é comemorada por ecologistas ao longo do mundo (POMPELLI,
OROZCO et al., 2011). Dentre as vantagens, podemos destacar 0s aspectos
econbmicos, ambientais e sociais, uma vez que esse combustivel permite a economia de
divisas com a importacao de petréleo e 6leo diesel, reduz a poluicdo ambiental, além de
criar empregos em areas pouco desenvolvidas, gerando inclusdo social. O Brasil
apresenta uma enorme potencialidade para a utilizacdo do biodiesel na sua matriz
energética, pois tém ampla flexibilidade em termos de areas para cultivo e de matérias-
primas para serem empregadas (mamona, dendé ou palma, soja, girassol, babacu,
pinhdo manso, amendoim, nabo forrageiro, caroco de algodao, etc.) (POMPELLI,

OROZCO et al.,, 2011), com pequena ou nenhuma necessidade de modificagéo,
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possibilitando que a producdo desse combustivel renovavel se adapte as peculiaridades

regionais do pais.

As projecbes mundiais previstas para 2020 pela International Energy Agency (IEA) —
Agéncia Internacional de Energia — assinalam crescente substituicdo das fontes de
combustivel de origem fdssil pelas fontes renovaveis de origem de biomassa, dentre elas
as derivadas da cana-de-agucar e do milho, para a producdo de etanol, e as derivadas
dos oOleos vegetais de canola, de soja e de mamona, entre outros, para a producao de
biodiesel (SEBRAE, 2010). Estima-se que o mercado por tecnologias limpas chegue a
valer US$ 1.9 trilhdes em 2020 (BIOVALE, 2009).

O Brasil, acompanhando o movimento mundial de iniciativas favoraveis ao combate do
efeito estufa, introduziu, a partir de 2005, o biodiesel na matriz energética com as
condicdes de mercado e a producdo regulamentadas pela Lei no 11097, de 13 de janeiro
de 2005. As estimativas de volumes previstas sdo de 800 milhdes de litros anuais (800
mil m3) de 2005 a 2007, com o B2 (mistura de 2% de biodiesel e 98% de 6leo diesel),
na forma autorizativa; de 1 bilhdo de litros anuais de B2 (1 milh&o de m3), na forma
obrigatdria nos intervalos seguintes de 2008 a 2012; de 2,4 bilhdes anuais (2,4 milhdes
de m3) de B5 a partir de 2013 (SEBRAE, 2010) e de 12,4 bilhdes anuais (12,4 milhdes
de m3) de B20 a partir de 2020 (BRASIL, 2012).

Diferentemente do que ocorreu com o etanol — combustivel em que o Brasil ocupa a
dianteira mundial em tecnologia e producdo —, no caso do biodiesel o pais largou
atrasado. A Alemanha lidera a producdo e o consumo do produto, com demanda
superior a 2 bilhdes de litros em 2006. As primeiras experiéncias dos alemaes
comecaram ha 20 anos. Hoje, os postos do pais ja vendem até biodiesel puro, o
chamado B100. A maior usina do mundo, da americana ADM, fica em Hamburgo, com
capacidade para 600 milhdes de litros por ano. Nos Estados Unidos, o0 movimento
comecou mais tarde; porém, o avanco € rapido. Varios estados americanos vém
estimulando a adocéo de fontes de energia limpa, com cortes de imposto sobre o
combustivel alternativo (PADUAN, 2007). No Brasil, a corrida de investimentos foi
motivada pela criacdo, em 2004, de um programa federal que estabeleceu a
obrigatoriedade da mistura de pelo menos 2% de biodiesel ao diesel em todo o pais a
partir de 01 de janeiro de 2008. A mistura obrigatdria subira para 5% este ano, o que
deve gerar demanda anual de 2 bilhdes de litros de biodiesel (SEBRAE, 2009). O



15

programa também concede reducdo de tributos federais para fabricantes que utilizam
matérias-primas de pequenos produtores rurais (DUARTE, 2008). "O objetivo é gerar
emprego e renda no campo, principalmente no Norte e no Nordeste", afirma Roberto
Ardenghy, da Agéncia Nacional do Petroleo (ANP). Esse tipo de subsidio levou muita
gente a apostar que o biodiesel estivesse fadado a ser um mercado puramente
experimental, voltado exclusivamente para o pequeno agricultor, e que sé sobreviveria a
custa de dinheiro publico. O que se vé hoje é um nimero crescente de grandes empresas
—algumas das maiores do setor em todo 0 mundo — entrando no mercado (NETO, 2007,
NEGRELLO e ZENTI, 2008). Os investimentos deram frutos, tanto que o Brasil foi o
segundo maior produtor de biodiesel do mundo em 2010 (BIODIESELBR, 2011).

Entre as plantas oleaginosas com potencial para a producdo de biodiesel, o pinhao
manso (Jatropha curcas L.) tem se apresentado como potencial candidato pelo
Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel (PNPB) (NEGRELLO e ZENTI,
2007; DUARTE, 2008), principalmente por ser uma planta rdstica, perene e adaptavel a
uma vasta gama de ambientes e condicdes edafoclimaticas (BELTRAO, AZEVEDO et
al., 2007). Parte dessa vantagem se da porque o cultivo pode produzir duas toneladas de
6leo por hectare num periodo de um ano. Muitas caracteristicas da J. curcas s&o muito
superiores a maioria das outras oleaginosas, comumente utilizadas pelas industrias de
biodiesel. Temos como exemplo a soja que rende cerca de 0,2 a 0,6 ton ha™; a mamona
com 0,5 a 1 ton ha’ ou o girassol, que rende 0,5 a 1,9 ton ha’ (POMPELLI,
FERREIRA et al., 2010). Dentre as plantas com potencial utilizagdo nos programas de
agroenergia, 0 pinhdo manso apresenta-se como uma 6tima alternativa (OPENSHAW,
2000; FAIRLESS, 2007; TIWARI, KUMAR et al.,, 2007; LU, LIU et al., 2009;
POMPELLI, OROZCO et al., 2011), pois suas sementes apresentam entre 27 e 32% de
6leo (POMPELLI, OROZCO et al., 2011). O ¢éleo do pinhdo manso apresenta uma
grande concentracdo de 4acidos graxos insaturados (~73%), os preferiveis pelas
industrias de biodiesel (PRAMANIK, 2003; ESCANDON, SILVA et al., 2013). Pode
gerar de 0,4 a mais de 12 toneladas de sementes por hectare plantado (ACHTEN,
NIELSEN et al., 2010), rendimento este que € atingido em plantas de pelo menos 5
anos de idade (TIWARI, KUMAR et al., 2007). Cabe, ainda, ressaltar que hoje cerca de
80% da producdo de biodiesel no Brasil vem da soja (POMPELLI, OROZCO et al.,

2011), um vegetal nobre, pois possui destinos diversos, especialmente aqueles ligados
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com a alimentacdo animal e humana, com fortes impactos sobre a balangca comercial dos
paises produtores (ACIKGOZ, SINCIK et al., 2009).

Na composicdo do biodiesel ndo existem substancias quimicas aromaticas, sua
combustdo em motores, em substituicdo, mesmo que parcial, ao 6leo diesel derivado de
petroleo, reduz significativamente a producdo tipica de compostos carcinogénicos
emitidos (NASS, PEREIRA et al., 2007). J. curcas, ao contrario de outras oleaginosas,
ndo pode ser utilizado na alimentacdo humana (ABDU-AGUYE, SANNUSI et al.,
1986; MARTINEZ-HERRERA, SIDDHURAJU et al., 2006), sendo assim uma boa

opcao para a produgéo do biodiesel.

Igualmente a outros 6éleos biocombustiveis, o éleo gerado a partir da semente de pinhdo
manso pode ser considerado com um combustivel ecologicamente mais favoravel para o
ambiente, uma vez que libera 50% menos material particulado e 98% menos enxofre,
além disso, sdo biodegradaveis e ndo téxicos (NASS, PEREIRA et al., 2007;
DEMIRBAS, 2009).

A espécie Jatropha curcas L.

Jatropha curcas L. é uma planta da familia Euphorbiaceae, vulgarmente chamada de
pinhdo manso. E uma planta perene, tendo longevidade superior a 50 anos, seu porte é
de um arbusto, embora a relatos de plantas com até 20 m. Apresenta tronco liso, folhas
longipecioladas, recortadas, em forma de palmas, possui inflorescéncia em cimeira com
flores amarelo-esverdeadas, mondicas, unissexuais. Por ser uma planta alégama, ou
seja, com aproximadamente 95% da polinizacdo cruzada, a producdo de frutos é
dependente da acdo de insetos polinizadores. O fruto encontra-se em capsula trolocular,
podendo haver em cada léculo uma semente. A semente € uma améndoa oleaginosa,
inicialmente apresentando uma cor esverdeada, passando para o amarelo e quando
madura apresenta uma colora¢do marrom. Relatos recentes demonstram que a espécie é
nativa dos tropicos centro e sul-americano, especialmente Brasil e México (ACHTEN,
MAES et al., 2010); entretanto, ha controvérsias sobre sua real origem e centro de

dispersao.

Pode ser cultivada em varias condigdes climéticas, desde areas com precipitacdo entre
200 e 1500 mm por ano, mas cresce melhor em locais com uma precipitagédo anual
acima de 600 mm (ABOU-KHEIRA e ATTA, 2009). A sua facilidade de propagacgéo
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em larga escala e sua ampla adaptacdo a condi¢cdes edafoclimaticas bastante diversas
resultou em seu desenvolvimento e fixacdo em regiGes longinquas do seu bioma
original (OPENSHAW, 2000; TOMINAGA, KAKIDA et al., 2007).

J. curcas pode ser considerada uma solucdo sustentavel para a producdo de
biocombustivel, pois promove desenvolvimento socioeconémico (POMPELLLI,
OROZCO et al., 2011) e recuperacdo da qualidade do solo de &reas degradadas
(ACHTEN, MAES et al., 2010). Ogunwole et al. (2009) e Chen et al. (2008) afirmam
que em um curto periodo de cultivo de pinhdo manso em area degradada, pode ser
observado uma reducdo de 20% na densidade do solo, foi aumentado também as
particulas orgéanicas associadas ao carbono e ao nitrogénio em cerca de 30%,
promovendo maior nivel de matéria organica e fertilidade do solo. O cultivo de pinhao
manso caracteriza-se por possuir um alto potencial para o controle da erosdo do solo
pelo vento e pela agua, através de mecanismos de quebra vento e captura de sedimentos
durante o escoamento superficial (REUBENS, ACHTEN et al., 2011). Isso se d& devido
ao seu sistema radicular composto basicamente por uma raiz principal e quatro laterais
orientadas perpendicularmente, que promovem uma cobertura do solo, mesmo em
ambientes muito secos (REUBENS, ACHTEN et al., 2011). Devido a essa serie de
fatores o pinhd0 manso pode ser considerado como uma boa op¢do agricola
principalmente para as regifes aridas e semiaridas do globo (POMPELLI, BARATA-
LUIS et al., 2010).

Semelhante a outras tantas plantas lenhosas, o pinhdo manso apresenta um rigido
controle dos seus estdbmatos, permitindo alcancar uma excelente eficiéncia do uso da
adgua (ABOU-KHEIRA e ATTA, 2009). Essas caracteristicas, aliadas aquelas de
cultivo, permitiram que a espécie fosse cultivada, inclusive, em terras com pouca ou
restritas estratégias de irrigacdo. I1sso nos leva a crer que o controle da condutancia
estomatica seja o principal aspecto da tolerancia a seca dessa espécie (ABOU-KHEIRA
e ATTA, 2009; POMPELLI, BARATA-LUIS et al, 2010; ARCOVERDE,
RODRIGUES et al., 2011; SANTOS, VERISSIMO et al., 2013). Ademais, 0 pinh&o
manso apresenta abscisdo foliar quando cultivado por longos periodos sem chuva (EL-
SHARKAWY, 2007). In totum, esses dois mecanismos permitem uma melhoria na

eficiéncia do uso da agua.
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Recentemente J. curcas foi incluida como uma espécie aclimatada a condicdes de
déficit hidrico (OGUNWOLE, CHAUDHARY et al., 2009; POMPELLI, BARATA-
LUIS et al., 2010; SANTOS, VERISSIMO et al., 2013). Estudos de Pompelli et al.
(2010) verificaram que &rvores originarias de um mesmo banco de plantulas (i.e.,
mesmo pool génico) ao serem desenvolvidas em condi¢bes distintas de agua se
comportavam diferentemente, podendo ser um mecanismo de plasticidade fenotipica.
Neste trabalho, os autores mostraram, ainda, que as sementes originérias das plantas
cultivadas em regido mais Umida apresentaram sementes menores, porém maiores
concentracdes de 6leo (~12%), menor velocidade de germinacdo, bem como plantulas
com maior vigor quando comparadas as plantas cultivadas em regido semiarida. Por
outro lado, as sementes originarias das plantas cultivadas na regido semiarida
apresentaram maior sincronismo na germinacgdo - uma caracteristica benéfica em uma
regido com baixo regime pluviométrico. Estes entre outros tantos trabalhos atuais
mostram as diversas estratégias (e.g. controle estomatico, abscisdo foliar,
endurecimento, entre outros mecanismos adaptativos morfofisiologicos) demonstram
como J. curcas pode ser uma espécie altamente plastica a variagdes sazonais,

propiciando seu estabelecimento em diferentes tipos de ambientes.
Estomatos: Desenvolvimento e Adaptacdes

Os estdbmatos originam-se de uma divisdo anticlinical assimétrica de uma célula
protodérmica, que origina a célula-mae da célula-guarda, e que posteriormente se divide
paralelamente ao eixo principal da folha, formando um par de células-guarda. Durante o
processo de seu desenvolvimento, estas células assumem uma forma reniforme
caracteristica e a dissolucdo da lamela mediana contigua forma uma fenda central — o
ostiolo ou abertura estomatica (MENEZES, SILVA et al., 2006).

Ao conjunto células-guarda e células subsidiarias, que auxiliam na abertura e
fechamento estomatico, se d& o nome de estdmato ou complexo estomético (FAHN,
1990). Este aparelho celular, altamente especializado, regula a assimilacdo de CO; na
planta e a perda de vapor de agua através de mudancgas no turgor das células-guarda
(FAHN, 1990). Este mecanismo é de grande importancia na capacidade da planta de
responder as mudangas ambientais, abrindo e fechando seus estdmatos em funcdo da
captacdio de CO, e perda de vapor de 4gua para a atmosfera
(HETHERINGTON e WOODWARD, 2003).
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Durante a evolugdo das plantas do ambiente aquatico para o terrestre
(HETHERINGTON e WOODWARD, 2003), o desenvolvimento de estbmatos foi
considerado uma fase critica, pois possibilitou um melhor controle da perda de 4gua no
ambiente terrestre, diferentemente do que ocorria no ambiente aquatico. A resisténcia a
difusdo estomatica esta diretamente relacionada com o tamanho e a disposicao espacial
dos estbmatos na superficie da folha, i.e., deve haver um equilibrio entre o tamanho e o
namero de estdmatos numa determinada area (WANG, NGWENYAMA et al., 2007).
Assim, uma epiderme com estbmatos pequenos pode reduzir a condutancia estomatica
em cada unidade estomatica, mas aumentar a eficiéncia do uso da agua (POULQOS,
GOODALE et al., 2007). De forma que o tamanho do estdmato & considerado por
muitos pesquisadores um mecanismo-chave no entendimento das rela¢bes hidricas de
plantas (MOLINA, ACEDO et al., 2006; GALMES, ABADIA et al., 2007; XU e
ZHOU, 2008). Por outro lado, outros autores discutem se as variagdes no tamanho dos
estdmatos pode levar a grandes alteracdes em nivel de economia de agua (LIAO,
CHANG et al., 2005; ZHAO, YANG et al., 2006; POMPELLI, MARTINS et al.,
2010). Entretanto, é consenso que a densidade estomaética € relativamente mais plastica
e potencialmente adaptavel as mudancas ambientais em comparacdo com O
comprimento e/ou largura do estomato (LAKE e WOODWARD, 2008; SEKIYA e
YANO, 2008; POMPELLI, MARTINS et al., 2010).

E conhecido que a densidade estomatica é determinada pela iniciacdo estomatica
durante a ontogénese e pela expansdo das células epidérmicas, numa fase posterior
(FAHN, 1990). Embora néo seja claramente entendido como a densidade estomética e
controlada durante o desenvolvimento da folha (BERGMANN, 2004), acredita-se que
possiveis fontes de sinais sistémicos, como 0s horménios vegetais, e.g. citocinina e
ABA estejam envolvidos nessa regulagdo (WERNER, MOTYKA et al., 2003; LAKE e
WOODWARD, 2008; ACHARYA e ASSMANN, 2009). Segundo tais autores, sinais
ambientais, tais como a luz e 0 aumento da concentracdo de CO, na atmosfera, sdo
percebidos por folhas maduras afetando diretamente o desenvolvimento dos estbmatos
nas folhas em desenvolvimento (LAKE, QUICK et al., 2001; COUPE, PALMER et al.,
2006; CASSON e HETHERINGTON, 2010), mostrando haver uma ligacdo entre as

células maduras e aquelas em desenvolvimento.
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O perfil de diferenciacdo dos estdmatos também é uma resposta as condicdes
ambientais, de forma que a folha pode alterar a densidade e/ou o tamanho dos
estomatos, conforme sua necessidade de aclimatagdo conforme condigbes ambientais.
Entretanto, tais ajustes s6 podem ser percebidos durante o desenvolvimento das folhas;
tornando-se, entdo, insensiveis as mudancas ambientais apds sua completa expansdo
(ROGIERS, HARDIE et al., 2011). Em contraste, 0 tamanho do poro estomatico é
facilmente ajustavel em resposta ao ambiente externo (RAHNAMA, JAMES et al.,
2010); respostas estas acontecem em fracdo de segundos (RIBEIRO, MACHADO et al.,
2009). Por outro lado, acredita-se que o indice estomatico, entendido como uma relagéo
entre 0 numero de estbmatos e namero de células epidérmicas numa determinada
unidade de area, ndo é passivel de alteracdo, sendo intrinseco da espécie (SALISBURY,
1928). Esta invariabilidade, entretanto, é discutida por muitos autores (LAKE, QUICK
et al., 2001; LIAO, CHANG et al., 2005; MIYAZAWA, LIVINGSTON et al., 2006;
ZHAO, YANG et al., 2006; POMPELLI, MARTINS et al., 2010).

Modificagdes na densidade estomatica, como forma de resposta a varios fatores
ambientais, a elevada concentracdo de CO,, 0 estresse térmico, estresse salino e hidrico
(DONG e BERGMANN, 2010), bem como na densidade de plantas (ZHANG, WANG
et al., 2003). A exemplo de folhas desenvolvidas em diferentes condigdes ambientais,
alteracdes morfoldgicas como reducdo da area foliar e variacdes tanto no nimero como
no tamanho dos estdmatos tém sido relatados para inUmeras espécies, a exemplo de
Coffea arabica L. (POMPELLI, FERREIRA et al., 2010), Quercus robur (BEERLING
e CHALONER, 1993), espécies de Jatropha L. (OLOWOKUDEJO, 1993), Mangifera
indica (ZAHARAH e RAZI, 2009), Manihot sculenta (RIBEIRO, CARVALHO et al.,
2012). Na totalidade destes trabalhos, tais variacdes morfoldgicas estdo relacionadas
principalmente a quantidade de radiacdo solar e a disponibilidade hidrica (MATTOS,
BRAZ et al., 2004).

Espécies do género Jatropha, de modo geral, possuem folhas anfiestométicas e
estdmatos do tipo braquiparaciticos (DEHGAN e WEBSTER, 1979; FAHN, 1990). A
presenca de estdmatos nas duas faces da epiderme foliar € comum em plantas
xerofiticas, apresentando mecanismos fisioldgicos altamente eficientes (MENEZES,
SILVA et al., 2006). Como por exemplo, temos que Jatropha molissima apresenta

estomatos que se encontram ao mesmo nivel das demais células da epiderme, enquanto
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que em J. ribifolia os seus estbmatos se sobressaem em relacdo as células adjacentes
(LEAL e AGRA, 2005). O mesmo acontece com Coffea canefora e C. arabica, onde na
primeira, os estdmatos estdo localizados acima das demais células da epidérme
(TenCaten, A. Universidade Federal de Vigosa, comunicagéo pessoal), enquanto que em
C. arabica (POMPELLI, MARTINS et al., 2010) eles se encontram ao mesmo nivel das
células da epiderme. Embora haja alguns poucos relatos com duas outras espécies
nativas de Jatropha, ndo h& até entdo nenhum estudo que descreva a morfologia
estomatica de J. curcas, lacuna que este estudo pretende comecar a preencher.

Parametros ecofisioldgicos envolvidos com o déficit hidrico

Mudangas ambientais frequentemente associados com a sazonalidade encontrada na
regido nordeste (e.g. variagfes na incidéncia luminosa, temperatura, umidade do ar,
precipitagdo e disponibilidade de 4gua no solo), afetam diretamente as trocas gasosas, 0
metabolismo de carboidratos e de um modo geral o desenvolvimento da planta ao longo
do ano (LIMA, OLIVEIRA et al., 2002). Ademais, os fatores climaticos e a interacédo
entre outras espécies vegetais, devido a competi¢do por luz, alelopatia, herbivoria, entre
outros mecanismos, também sdo fatores que merecem destaque especialmente em
regibes tropicais (SANTOS, ARAUJO. et al., 2008).

De modo geral, a intensidade luminosa, a temperatura, a concentracdo de CO,, o teor de
nitrogénio da folha e a umidade do solo séo fatores que afetam a atividade fotossintética
dos vegetais (MARENCO e LOPES, 2005). O processo de abertura estomatica esta
relacionado principalmente com a intensidade de luz, e ao estado de hidratagédo da folha
e das células guarda. Dessa forma, o funcionamento dos estbmatos e a area foliar
influenciam na produtividade do vegetal, o primeiro controlando a absorcdo de CO, e o
segundo porque determina a interceptacao de luz (COSTA e MARENCO, 2007).

CondigOes ambientais extremas tais como altas temperaturas ou seca, podem afetar a
atividade fotossintética em diferentes tipos de plantas, em especial nas plantas lenhosas
(KRAMER e KOSLOWSKI, 1989). Neste sentido, uma diminuicdo na taxa de
fotossintese liquida e transpiracdo é normalmente observada em plantas sob condic¢Ges
de seca e ou em ambientes onde a demanda evaporativa € muito elevada (FENG e CAO,
2005; SAIBO, LOURENCO et al., 2009; POMPELLI, BARATA-LUIS et al., 2010;
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ARCOVERDE, RODRIGUES et al., 2011; CAMPOS, HSIE et al., 2012; SANTOS-
SILVA, ABREU et al., 2012). Isto porque se a planta perde agua a uma taxa superior a
sua capacidade de absorcdo e transporte, o potencial hidrico da folha diminui, levando
ao fechamento dos estdmatos e consequente reducdo da fotossintese liquida.

Em situacdes de baixa disponibilidade de agua no solo, as plantas também reduzem a
perda de dgua ao reduzir a condutancia estomética (HSIAO, 1973; OREN, SPERRY et
al., 1999). De certo modo, a sensibilidade da fotossintese as mudancas no status hidrico
da planta se d& porque os estdbmatos se fecham para conservar dgua (LAWLOR e
TEZARA, 2009; GUO, ZHANGL et al., 2010), especialmente nas horas mais quentes
do dia (TENHUNEN, LANGE et al., 1981). Deste modo, variaces no potencial hidrico

da folha podem afetar a assimilacdo do carbono da planta.

Em meses mais secos do ano, uma maior manutencdo de fechamento estomatico diario,
bem como a menor abertura dos estdmatos, reduz a condutancia estomatica e a fixacao
de CO, (SMEDLEY, DAWSON et al., 1991; SANTOS-SILVA, ABREU et al., 2012;
SANTOS, VERISSIMO et al., 2013) e mais luz é absorvida do que o necessario para as
reacOes fotoquimicas da fotossintese (TENHUNEN, LANGE et al., 1981). Tanto em
alta, quanto em baixa temperatura uma pressdo sobre o aparato fotossintético é imposta;
pressdo que pode levar a uma fotoinibicdo (DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1992;
DEMMIG-ADAMS e ADAMS I, 1996). Quando a taxa fotossintética diminui, a
energia luminosa absorvida ndo usada na fotossintese tem de ser dissipada para evitar
danos ao cloroplasto, causado por espécies reativas de oxigénio (HUNNER, OQUIST et
al., 1993).

A seca e a salinidade sdo os dois maiores estresses abioticos que afetam o crescimento
das plantas, especialmente em regiGes tropicais, principalmente devido ao regime
pluviométrico, forte incidéncia luminosa e alta taxa evapotranspiratéria do solo, bem
como a alcalinidade do solo na regido nordeste (HERNANDEZ, OLMOS et al., 1995;
ZHU, 2002). O estresse osmotico afeta virtualmente todos os aspectos da fisiologia e
metabolismo das espécies. Os efeitos deletérios da falta de agua no crescimento das
plantas estdo associados com a reducdo do potencial osmotico da solugdo do solo
(estresse hidrico), disturbios nutricionais, efeito especifico de alguns ions (estresse

ibnico) ou uma combinacdo desses fatores (MUNNS, 2002).
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Levando em conta todos os fatores ambientais ao qual a planta € exposta, uma
caracteristica notavel é a sua capacidade de responder plasticamente as mudancas em
seu ambiente (GRIME, CRICK et al., 1986; SULTAN, 2000; GIVNISH, 2002).
Embora a plasticidade seja assumida como sendo um parametro adaptativo, poucos
estudos investigaram os efeitos da disponibilidade de recursos sobre as contribuicdes da
folha de planta e plasticidade para nivel de produtividade (POOTER, 1999; HESCHEL,
SULTAN et al., 2004; MONTGOMERY, 2004; PONS e ANTEN, 2004; MONCLUS,
DREYER et al., 2006). Compreender o significado funcional das respostas da planta a
heterogeneidade do meio ambiente € importante para a identificacdo de quais
caracteristicas sdo susceptiveis a evolucdo adaptativa (ACKERLY, DUDLEY et al.,
2000) e para a identificacdo de preditores de produtividade (MONCLUS, DREYER et
al., 2006). Esta informacdo também ¢é essencial para a modelagem de respostas dos
sistemas naturais e agricolas a influéncias humanas (FUNK e LERDAU, 2004).

A densidade estomaética é indicada como um importante parametro ecofisioldgico que
afeta as trocas gasosas (CEULEMANS, PRAET et al., 1995). O aumento na densidade
estomatica ou mesmo no indice estomatico pode levar a um aumento no fluxo de CO,
nas folhas, por meio de alterac6es na condutancia estomatica (gs) (RIIKONEN, KETS et
al., 2008). No entanto, Paoletti e Gellini (1993) sugerem que o principal fator de
reducdo de gs, ndo é a alteracdo na densidade estomatica, mas a reducdo da abertura

estomatica.

De acordo com Miyazawa et al. (2006), existe ainda uma baixa correlacdo tanto de
fotossintese liquida ou transpiracdo com o indice estomatico, apesar de um distinto
comportamento quando a anélise se dd com a gs. Uma maior densidade estomatica pode
permitir uma menor abertura estoméatica em um menor espaco de tempo, permitindo
uma captura mais eficiente do CO, e consequentemente reduzindo a transpiracgdo,
condicdes que in totum, denotam um maior EUA; (CASTRO, PEREIRA et al., 2009;
BATISTA, GUIMARAES et al., 2010; SOUZA, MAGALHAES et al., 2010). Assim,
um aumento na densidade estomatica promovendo uma reducdo na resisténcia
estomatica geral (1/gs) poderia compensar 0 aumento na resisténcia ao fluxo de CO,
para 0 mesofilo (RADOGLOU e JARVIS, 1990; CERQUEIRA, 1992; WOODWARD,
1998; LIAO, CHANG et al., 2005, MIYAZAWA, LIVINGSTON et al,
2006)
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo comparar as adaptacGes morfofisiologicas e anatbmicas
de plantas adultas de Jatropha curcas L. cultivadas em duas regides com diferentes
perfis climatoldgicos; uma regido caracterizada como Caatinga semiérida e outra como
Mata Atlantica. As avaliagdes ocorreram em 2007 em duas diferentes esta¢Ges do ano:
estacdo chuvosa (julho) e estacdo seca (dezembro). Medidas de trocas gasosas, bem
como analises da densidade e indice estomatico foram realizadas nas duas estacées.
Durante a estagdo seca, em ambas as regides, foi evidenciada um aumento na densidade
estomatica, bem como no indice estomatico. Foi observada, ainda, a presenca de
estdmatos anormais na estacao seca, 0 que pode justificar o aumento tanto na densidade
guanto do indice estomatico. Durante a esta¢do chuvosa, na regido semidarida, J. curcas
apresentou o melhor desempenho fotossintético e maior taxa de condutancia estomatica.
As maiores taxas de transpiracdo, independente da estacdo do ano, foram registradas nas
plantas cultivadas na regido da Mata Atlantica, provavelmente atrelado ao maior deficit
de pressédo de vapor e temperatura foliar registrado nesta regido. A maior eficiéncia do
uso da &gua foi registrada durante a estacdo chuvosa; enquanto que a maior eficiéncia
intrinseca do uso da &gua foi registrada na estacdo seca; ambas as caracteristicas
registradas, em maior intensidade nas plantas cultivadas na regido semiarida. Analises
de correlacdo do tipo canbnica evidenciaram uma forte correlacdo entre os parametros
de fotossintese liquida, condutancia estomatica e a densidade estomatica; mas uma fraca

correlagdo com o indice estomatico.

Palavras-chave: trocas gasosas, correlacdo canbnica, densidade e indice estomatico,

pinhdo manso, sazonalidade.
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ABSTRACT

This study aimed to compare the and morpho-physiological and anatomical adaptations
of adult plants of Jatropha curcas L. grown in two regions with different climates: (i)
region characterized as semiarid Caatinga and (ii) Atlantic Forest as another. The
evaluations were in two different seasons: rainy season (July) and dry season
(December). Measurements of gas exchange and analysis of stomatal density and
stomatal index were performed in both seasons. During the dry season, in both regions,
evidenced an increase in stomatal density and index. It was also observed the presence
of abnormal stomata in the dry season, which may explain the increase in both the
density and stomatal index. During the rainy season, in the semiarid region, J. curcas
showed the best photosynthesis performance and higher stomatal conductance. The
highest rates of transpiration, regardless of season, were recorded in plants grown in the
Atlantic Forest region, probably linked to the higher vapor pressure deficit and leaf
temperature recorded in this region. The highest rate of efficiency of water use was
recorded during the rainy season, while the highest rate of intrinsic efficiency of water
use was recorded in the dry season, both traits recorded at a higher intensity in plants
grown in the semiarid region. Canonica correlation analyzes showed a strong correlation
between the parameters of net photosynthesis, stomatal conductance and stomatal

density, but a weak correlation with stomatal index.

Keywords: gas exchange, canonical correlation, density and stomatal index, purging

nut, seasonality.

1. Introducdo

Jatropha curcas L. € uma euforbidcea nativa dos trépicos centro e sul-americano,
especialmente Brasil e México (Achten et al., 2010a). Apresenta uma alta exigéncia de
fortes irradiancias, e se adapta muito bem em precipitagdes entre 200 a 1150 mm por
ano (Achten et al., 2010b; Reubens et al., 2011), sendo indicada com uma espécie bem
adaptada as regides aridas e semiaridas do Brasil e do mundo (Arruda et al., 2004; Maes
et al., 2009; Openshaw, 2000; Santos et al., 2010). J. curcas cresce bem em areas com
climas extremos, condigdes estas que seriam sumariamente ndo suportadas pela maioria

das espécies de plantas agronomicamente importantes (Francis et al., 2005).



34

Atualmente, varios grupos de pesquisadores vém estudando J. curcas, especialmente
aqueles envolvendo a caracterizacdo do seu 6leo como fonte de biodiesel. Entretanto, a
espécie é fracamente explorada comercialmente, pois ainda esta em processo de
domesticacdo (Achten et al., 2010b) e ainda ha muito a se estudar sobre seus

mecanismos adaptativos, fitossanidade, caracteriza¢do anatémica, entre outros.

A escassez de dgua no solo é o fator que mais limita o crescimento e o rendimento
vegetal em muitas partes do mundo (Silva et al., 2010), especialmente em regifes aridas
e semidridas, onde as plantas sdo muitas vezes submetidas a longos periodos sem chuva.
A manutenc¢éo do contetdo de &gua das células dentro de uma faixa operacional é
essencial para o metabolismo das plantas e sobrevivéncia (Holbrook, 2010). Assim,
uma regulacéo eficiente da perda de agua pelas plantas, em resposta a baixa
disponibilidade de 4gua no solo, pode ser crucial para superar condi¢des de deficit
hidrico (Galmés et al., 2007). Assim, respostas morfofisioldgicas devem ocorrer, de
modo a promover um desempenho diferencial sob condicGes limitantes de &gua (Izanloo
et al., 2008; Souza et al., 2010). Em geral, as estratégias de prevencédo ou tolerancia a
seca podem envolver diferentes mecanismos fisioldgicos e bioquimicos que permitem o
desenvolvimento e sobrevivéncia da planta aquelas condigdes (Galle et al., 2010). E
bem relatado na literatura que as plantas, quando submetidas a escassez de agua no solo,
podem langar médo de complexas estratégias, e.g., mecanismos de “escape da seca’’,
com ciclo de vida rapido, mecanismos de “evitagdo da seca”, com a reducdo das taxas
de transpiracdo e condutancia estomatica, bem como os mecanismos de tolerancia a
seca, com a manutencdo do turgor dos tecidos através do ajustamento osmotico (Izanloo
et al., 2008).

Fatores climaticos e a interacdo entre espécies, especialmente nas regides tropicais,
estdo frequentemente associados com a sazonalidade (Ackerly, 2004; Craven et al.,
2011; Lima and Rodal, 2010; Lu et al., 2012; Santos et al., 2013). Mudancas nos fatores
ambientais ao longo das esta¢des envolvendo variagdes na incidéncia luminosa,
temperatura, umidade do ar, precipitacdo e disponibilidade de 4gua no solo restringem a
assimilacdo de CO, das espécies em geral (Chaves and Oliveira, 2004; Cruz et al., 2005;
Cruz et al., 2008; Moya, 2004). Em condic¢bes de campo, espera-se uma grande variacdo
sazonal anual das trocas gasosas em espeécies arboreas (Bullock et al., 1995; Chaves et
al., 2008; Corcuera et al., 2005; Craven et al., 2011; Kramer and Koslowski, 1989;
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Santos-Silva et al., 2012; Santos et al., 2013; Silva et al., 2004). Uma vez que as trocas
gasosas sdo fortemente influenciadas pelo déficit hidrico, os efeitos inibitorios sobre a
fotossintese podem estar associados com a baixa disponibilidade de CO; atribuida a
uma queda na condutancia estomética como forma de evitar a perda de 4gua por
evaporacdo (Guo et al., 2010; Lawlor and Tezara, 2009) ou mesmo numa baixa
condutancia mesofilica, desde a cAmara subestomatica até os sitios de carboxilacdo da
rubisco (Bernacchi et al., 2002; Grassi and Magnani, 2005; Keenan et al., 2010; Ni and
Pallardy, 1992; Signarbieux and Feller, 2011). De certa forma, o fechamento dos
estdmatos € uma resposta rapida ao déficit hidrico (Ribeiro et al., 2009), sendo uma
forma eficiente de reduzir a perda de vapor de &gua em condic6es limitrofes. Alguns
autores discutem se apenas varia¢des no tamanho dos estbmatos podem levar a grandes
alteracbes em nivel de economia de &gua (Liao et al., 2005; Pompelli et al., 2010c; Zhao
et al., 2006). No entanto, é consenso que a densidade estomatica é relativamente mais
plastica as mudancas ambientais em comparagdo com o comprimento e/ou largura do
estdmato (Lake and Woodward, 2008; Pompelli et al., 2010c; Sekiya and Yano, 2008).

Atualmente existe uma grande discusséo a respeito da correlacéo entre a densidade
estomaética e as trocas gasosas, em determinadas condigdes ambientais (e.g., déficit
hidrico e salino, alta incidéncia luminosa, estresse térmico). Por exemplo, 0 aumento na
densidade estomatica ou mesmo no indice estomatico pode levar a um aumento no fluxo
de CO; nas folhas e um aumento da condutancia estomatica (gs) (Pompelli et al., 2010c;
Riikonen et al., 2008). Um grande nimero de estudos, tém descrito alteracdes
morfofisioldgicas como respostas adaptativas exibidas pela espécies vegetais que
habitam uma determinada area sujeita ao déficit hidrico (Chaves et al., 2003; Ribeiro et
al., 2009; Zaharah and Razi, 2009). Mesmo assim, praticamente ndo ha trabalhos que
correlacionem as alteragdes morfoldgicas em nivel de estdmatos com parametros de
trocas gasosas que ocorrem nas plantas submetidas ao déficit hidrico. Assim, o objetivo
do presente estudo foi correlacionar os aspectos da morfologia estomatica com aqueles
de trocas gasosas, em plantas de J. curcas desenvolvidas em condi¢gdes ambientais
distintas, i.e. Mata Atlantica e regido semiarida da Caatinga, sujeitas a regimes hidricos

distintos.
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2. Materiais e métodos
2.1. Area de estudo

Os estudos foram conduzidos em duas distintas regides do Estado de Alagoas, Brasil.
Uma situada no municipio de Rio Largo (09°27° S e 35°49° W, 127 m.a.s.1.), regido da
planicie costeira pertencente a Mata Atlantica e a outra no municipio de lgaci (09°33° S
e 36°38” W, altitude 240 m.a.s.l.), localizado na Caatinga semiarida, a qual é descrita
como uma area de transicéo entre o sertdo e a Mata Atlantica, possuindo vegetacao
caracteristica de Caatinga, com trechos de Mata Seca (Souza et al., 2005a). As duas
cidades se localizam a 135 km uma da outra. A primeira regido € caracterizada por um
clima tropical tmido com estacdo chuvosa entre abril e agosto e uma estacéo seca de
setembro a fevereiro, com precipitacdo anual média de aproximadamente 1500 mm,
sendo 0 més mais chuvoso junho (309 mm) e o mais seco novembro (24 mm) (Pompelli
et al., 2010b). A regido semidrida, por outro lado, se caracteriza por uma estacao
chuvosa bem definida entre os meses de abril a agosto e um periodo de seca durante os
meses de verdo. Esta regido tem uma precipitacdo média anual de 900 mm, sendo junho
0 més mais chuvoso (158 mm) e novembro o mais seco (21 mm) (Pompelli et al.,
2010b). Em 2007, ano de andlise, as variacdes anuais de precipitacdo se mantiveram
dentro da variacdo da média histdrica (14 a 251 mm para Rio Largo e de 6 a 187 mm

para lgaci; Figura 1).

Os dados de temperatura do ar e precipitacdo durante o periodo experimental foram
obtidos a partir de uma estacao climatoldgica automatica instalada nas regiGes de
estudo. A umidade do solo e a evapotranspiracdo atual foram obtidos de dados

publicados on line (Agritempo, 2012).
2.2. Coleta e preparacao de material botéanico para os estudos morfologicos

Em cada uma das regides descritas acima foram selecionadas 10 plantas adultas, que
foram acompanhadas ao longo do ano de 2007. Entretanto, foi selecionado o més de
julho como representante da estacdo chuvosa e 0 més de dezembro para as medidas
durante a estacao seca. Para as caracterizagcdes morfoldgicas, foram coletadas cinco
folhas de plantas distintas em cada uma das populac6es e em cada data. Para a coleta,
foram escolhidas folhas totalmente expandidas do terceiro par de ramos plagiotrépicos,

fragmentadas no seu tergo médio e fixadas em FAAS50 por 48h, substituidas por etanol
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70% para sua preservacdo (Johansen, 1940). Da folha fixada procedeu a dissociacao da
epiderme, que foi realizada com solucdo de Franklin (Franklin, 1945). As folhas
dissociadas foram, entéo, coradas com safranina 1% em etanol 50% e montados em
laminas semi-permanentes com glicerina 50% (Kraus and Arduin, 1997).

2.3. Densidade e indice estomatico

De cada uma das cinco plantas amostradas, foram montadas 20 laminas de cada face da
epiderme (i.e. abaxial e adaxial), das quais foram obtidas 100 imagens através de
microscopia optica em uma objetiva de 10x. As imagens especulares foram utilizadas
para a contagem de estdmatos e demais células da epiderme, de modo a se estimar tanto
a densidade como o indice estomatico na area do campo visual (~0,6 mm?). Para tanto,
o software Image-Pro® Plus (versdo 4.1, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring USA)
foi utilizado. O nimero de estbmatos por campo foi convertido para 0 nimero de
estdmatos por milimetro quadrado (Pompelli et al., 2010c). O indice estomatico foi
estimado através da férmula [S/ (E + S)] x 100, onde S é 0 nimero de estdbmatos e E é

0 numero das demais células epidérmicas por unidade de area foliar.
2.4. Trocas gasosas

Medidas de trocas de gasosas foram realizadas em 10 plantas que foram acompanhadas
ao longo do ano de 2007. As analises foram realizadas com um analisador de gases a
infravermelho (LCPro, ADC Ltd. Bioscientific, Hoddesdon, UK), com uma fonte
externa de luz de 1000 pmol fotons m?.s™. As variaveis avaliadas foram: taxa de
fotossintese liquida (Py), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs), concentracdo
intracelular de CO, (C;), a temperatura da folha (Ts) e o déficit de pressdo de vapor entre

a folha e a atmosfera (3¢).
2.5.  Analises estatisticas

Foi realizada analise de ANOVA 2 fatores para 0s dados de trocas gasosas, bem como
para os parametros morfoldgicos, seguido de um teste de Newman-Keuls para verificar
se existe diferenca significativa (a: 5%). As correlagdes candnicas entre o conjunto de dados
foram realizadas por meio do software Statistica versao 8.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA)
conforme descrito por Rencher (2002). As variaveis analisadas neste estudo foram

divididas em dois grupos, grupo 1 (Pn, gs € E) e grupo 2 (DE e IE). As relagOes entre
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estes dois conjuntos de variaveis foram explorados através de uma andlise de correlacao
candnica (CCA). Os coeficientes canonicos ponderados (CC) revelam a importancia das
variaveis correspondentes, enquanto que o valor da correlagdo candnica descreve a

medida da relacdo entre os dois conjuntos de variaveis (RENCHER, 2002).
3. Resultados
3.1.  Caracterizagdo Climatolégica

Em ambas as regides de estudo, foram observadas duas estacfes (seca e chuvosa) ao
longo do ano de 2007 (Figura 1A). A regido de Mata Atlantica exibiu uma precipitagao
total de 1843 mm, com a precipitacdo maxima no més de agosto (251 mm) e minima no
més de novembro (14 mm). A regido semiarida, por sua vez, exibiu uma precipitacdo
total de 1074 mm, com a precipitacdo maxima no més de maio (188 mm) e minima no
més de novembro (6 mm) (Figura 1A). Foi observado que o més de novembro foi um
més atipico em ambas as regides, caracterizado pela quase auséncia de chuva, i.e.
precipitacdo menor do que a média historica (i.e. tltimos 10 anos) para as regides.
Sendo assim, foi escolhido 0 més de dezembro para as analises. Na regido da Mata
Atlantica a temperatura média mensal variou de 23,3 a 28,1°C, enquanto que na regido
semiérida foi de 21,9 a 26,7°C (Figura 1A). Embora as temperaturas da regido da Mata
Atlantica tivessem sido levemente mais alta do que aquelas registradas na regido
semiarida, ndo se evidenciou diferencas significativas entre as médias ao longo dos

meses de observacao.

Embora a evapotranspiracdo potencial da regido da Mata Atlantica tenha sido
geralmente superior aquela registrada na regido semirida, as médias s6 foram
significativas entre si (P < 0,05) nos meses de janeiro e outubro (Figura 1B). Como
resultado da interacdo entre a precipitacdo e a evapotranspiracdo tem-se o
armazenamento de agua no solo em cada um dos meses em ambas as regides. Verifica-
se que o armazenamento de dgua da regido da Mata Atlantica se apresenta sempre maior
quando em comparacao ao armazenamento de agua da regido semiarida (Figura 1C). Na
regido da Mata Atlantica a variagcdo de armazenamento de agua no solo foi de 14,1 e
195 mm, enquanto que na regido semidarida a variagao de armazenamento de agua foi de

2,5 e 113 mm. Independente da regido estudada — Mata Atlantica ou Igaci —, 0s maiores
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valores foram registrados no més de maio (195 e 113 mm) e 0s menores no més de
dezembro (14,1 e 2,5 mm).

3.2.  Indice e densidade estomatica

Verifica-se nas figuras 2 e 3 que J. curcas possui folhas com estématos do tipo
anfiestomaticos, segundo classificacdo de Appezzato-da-Gldria e Carmello-Guerreiro,
2006; com maior densidade de estdmatos na face abaxial da epiderme (Figura 4). Na
face adaxial, independente da regido analisada, a DE foi 5 vezes maior na esta¢éo seca
que na chuvosa (i.e. 11 e 60 estomatos mm™, respectivamente) (Figura 2A). Os dados
de densidade de células epidérmicas (DC) e indice estomatico (IE) (Figura 4C e 4E)

foram ~2 vezes maior na estagdo seca, quando em comparagao a estacdo chuvosa.

Avaliando a face abaxial, independente da regido analisada pode ser observado que DE
e DC evidenciaram um perfil semelhante aquele mostrado na face adaxial da epiderme,
porém com menores variagdes entre os valores registrados em ambas as esta¢fes. Fato
distinto, entretanto, ocorreu com o IE (Figura 4). Enquanto na face adaxial, as plantas
cultivadas durante os meses de seca mostraram 0s maiores valores, na face abaxial estes
valores foram levemente inferiores durante a estagéo chuvosa, com diferenca
significativa evidenciada somente nas plantas cultivadas na regido de Semarido (Figura
4F). Assim, verifica-se que a DE da superficie adaxial da epiderme das folhas cultivadas
na regido da Mata Atlantica foi de 10 + 1 e de 64 + 3 estdmatos mm™ durante a estacao
chuvosa e seca, respectivamente. Por outro lado, a DE da superficie abaxial foi de 158 +
4 e de 207 + 13 estomatos mm™, respectivamente. Para as folhas obtidas da regido
semiérida a DE da face adaxial é de 11 + 1 e de 56 + 4 estdmatos mm™ durante a
estacdo chuvosa e seca respectivamente. Por outro lado, a DE da superficie abaxial foi
de 135 + 2 e de 264 + 9 estomatos mm™. Em todos os casos, pode-se verificar um
aumento no numero de estdmatos nas plantas cultivadas durante a estacdo seca em
ambas as regides, observando também a presenca de alguns pequenos clusters de

estdmatos mal formados ou de tamanho menor nestas folhas (Figura 3B e 3D).
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3.3.  Trocas gasosas

Verifica-se na figura 5 que os as trocas gasosas refletem bem as variagdes presentes em
cada uma das condicGes climaticas das regides estudadas. Quando os valores séo
integrados por regido, verifica-se que aqueles registrados nas plantas da regido
semiérida foram significativamente maiores, do que aqueles registrados na regido de
Mata Atlantica, durante a estacdo chuvosa, (Py =20 e 10 umol CO, m?s™ g;=484 e
224 mmol H,0 m™ s, respectivamente) (Figura 5A e 5B). No entanto, quando
analisamos a estacdo seca, pode ser observado um padrao invertido, em que as plantas
da regido de Mata Atlantica apresentaram valores superiores as da regido semiarida
(Pny=12 e 3 pmol CO, m? s, go= 315 e 14 mmol H,0 m? s™, respectivamente).

Nas plantas cultivadas na regido de Mata Atlantica foram registrados os maiores valores
de E (i.e., 4,72 e 4 mmol H,0 m? s, respectivamente para a estacdo chuvosa e seca),
em relacdo aqueles registrados nas plantas cultivadas na regido semiarida (i.e, 1,7 ¢ 0,5
mmol H,0 m?s™, respectivamente para as estacdo chuvosa e seca) (Figura 5C). Os
maiores valores de EUA foram registrados na regido semiarida, independentemente da
estacdo (12 e 5 mmol H,0 m?s™). Nas plantas cultivadas na regido da Mata Atlantica
houve um aumento de EUA nas plantas cultivadas durante a estacdo seca, ndo
apresentando diferenca significativa em relacdo a regido de semiéarida (P = 0,12).
Analisando os dados de EUA; (Figura 5F), foi observado um padréo diferenciado, em
que os maiores valores foram registrados nas plantas cultivadas durante a estacdo seca

na regido semiarida (0,08 mmol CO, mol™ H.0).

A temperatura foliar apresentou um padréo diferencial entre as estacfes. Na regido
semiarida, as plantas cultivadas durante a estacdo seca apresentaram maiores
temperaturas foliares (36,6 + 0,12°C) quando comparadas aquelas cultivadas durante a
estacdo chuvosa (29,5 + 0,24°C). Por outro lado, nas plantas cultivadas na Mata
Atlantica, os maiores valores foram registrados durante a estacdo chuvosa (49,7 +
0,14°C) em relacdo aquelas registradas durante a estacdo seca (33,7 £ 0,18°C). Parte
destas varia¢des na temperatura foliar das plantas cultivadas na regido da Mata
Atlantica, provavelmente se deu em virtude de valores mais elevados de déficit de

pressdo de vapor entre a folha e a atmosfera nestas mesmas situagoes (Fig. 5G).
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A razdo Ci/C,, que reflete o grau de comprometimento do ciclo de Calvin em virtude do
déficit hidrico, apresentou valores com uma grande amplitude de distribuicéo, fato que
corroborou para a ndo determinacéo de significancia (P = 0,46) este as médias
apresentadas pelas plantas cultivadas na regido semiarida. Dentro das plantas cultivadas
na regido de Mata Atlantica verifica-se significancia (SNK; P < 0,05) entre as médias
apresentadas na estacdo chuvosa (0,73 = 0,02) e na estacdo seca (0,66 + 0,03) (Figura
5H).

3.4. Correlacdes canbnicas

Uma correlacdo do tipo canonica foi utilizada para se avaliar o grau de influéncia dos
parametros de trocas gasosas sobre a densidade e indice estomético. Dessa forma, foram
realizadas analises separadas para cada regido analisada. Observou-se uma correlacao
significativa entre o grupo 1(Py, gs e E) e 2 (DE e IE) apenas na regido semiarida para o
primeiro par canénico (CC1) (r = 0,829; P = 0,006) (Tabela 1). Analisando os
coeficientes canonicos ponderados (CC), observam-se fortes correlagdes entre Py
(0,986), g (-0,678) e E (0,456) do grupo 1, e DE (-0,802) do grupo 2. Entre o grupo 1 e
2, a correlacdo mais forte se da entre Py, e DE, em que apresentam uma correlacao
negativa. O baixo coeficiente candnico ponderado de . (0,128) sugere que essa
caracteristica apresente uma baixa influéncia sobre DE e IE. Em adi¢éo, o baixo
coeficiente canénico ponderado de IE (-0,278), sugere que esta variavel possui uma
baixa relevancia no que diz respeito a todos os parametros de trocas gasosas analisadas.
Quanto aos dados da regido de Mata Atlantica séo analisados, ndo foi verificado

correlacdo significativa (P = 0,28) entre os dois grupos (Tabela 1).
4. Discussdo

A regido nordeste do Brasil é caracterizada por um regime pluviométrico irregular,
concentrado em alguns poucos meses, aliado a altas taxas evapotranspiratorias que,
conjuntamente interferem no comportamento fenoldgico das plantas, bem como na sua
morfologia e fisiologia (Sampaio, 1995). Nestas condi¢fes, espera-se um aumento na
densidade estomatica e uma diminui¢do no tamanho dos estdmatos os quais devem
refletir as condic¢Ges de déficit hidrico com que estéo frequentemente expostos
(Martinez et al., 2007; Xu et al, 2008). Este estudo mostrou que J. curcas pode-se

adaptar, de forma a elevar sua DE e DC ao mesmo tempo em que diminui sua area foliar
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para se adaptar as condicOes limitantes de falta de agua (Pompelli et al., 2012a), ou
mesmo em ambientes com heterogeneidade na incidéncia luminosa. Sabe-se que plantas
lenhosas em geral tendem a desenvolver mecanismos de diminuicéo na sua area foliar
como uma estratégia para minimizar a perda por calor latente de evaporacao e otimizar
0 mecanismo de resfriamento da folha (Chaves et al., 2003; Gazanchian et al., 2007;
Yin et al., 2006). Neste sentido, o déficit hidrico pode inicialmente promover um
aumento na DE e IE, que ndo € sustentado ao longo do tempo, fato que corrobora os
dados aqui apresentados, onde a maior DE e IE néo foi verificada nas plantas durante a
estacdo chuvosa. Assim, espera-se que 0s maiores valores apresentados pelas plantas
durante a estacao seca serdo diminuidos na proxima estacao chuvosa, quando a taxa de

expansdo foliar € maior.

N&o obstante, um aumento no quantum de luz que chega a folha influencia
positivamente na DE e IE (Casson and Hetherington, 2010; Pompelli et al., 2010c), pois
a quantidade de luz influencia no destino das células na epiderme, quando ainda na

forma de primdrdios (Miyazawa et al., 2006).

Verifica-se, neste estudo, uma clara compactacéo nas células da epiderme (Figura 3) e
uma diminui¢do no tamanho dos estdmatos principalmente durante a estagédo seca;
mesmo que isto ndo tenha sido propriamente avaliado neste trabalho. Acredita-se que 0s
clusters de pequenos estdmatos permanegam abertos mesmo sob condi¢des de déficit
hidrico, equilibrando a entrada de carbono através da fotossintese e prevenindo uma
maior perda de agua por evaporacdo (Martinez et al., 2007; Spence et al., 1986).
Ademais, folhas mais compactas (i.e., de menor area foliar) apresentam condi¢des mais
propicias de dissipar calor sensivel e consequentemente uma menor perda de dgua
(Chaves et al., 2003) que, nas condicOes de Caatinga nordestina, pode se tornar

extremamente escassa durante 0s meses de seca.

A depressao registrada em Py provavelmente foi resultante do fechamento dos
estdmatos que consequentemente reduziu a concentracdo de CO, intercelular. O
fendmeno do fechamento de estdmatos durante a estacdo seca, com consequente
decréscimo no ganho de carbono é amplamente registrado entre espécies de climas
semiaridos como aquelas desenvolvidas no cerrado (Franco and Littge, 2002; Mattos et
al., 2002), ou mesmo na Caatinga brasileira (Lima-Filho et al., 2008; Pompelli et al.,

2010a; Santos et al., 2013). Um mecanismo eficiente de fechamento estomatico,
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acarretando, por conseguinte, reducdes em Py, permitiria a este grupo de plantas uma
economia de &gua mesmo antes de qualquer reducéo do seu estado hidrico (Teramura et
al., 1991; Tinoco-Ojanguren and Pearcy, 1993), fato que eleva a eficiéncia intrinseca do
uso da &gua (EUA)). A eficiéncia do uso da 4gua (EUA), como uma razdo entre Py e E,
por outro lado, tende a ser maior nos meses de chuva, devido principalmente as menores

temperaturas atmosféricas, que interferem fortemente no processo transpiratorio.

A forte diminuicdo da condutancia estomatica na regiao semiarida, durante os meses de
seca, nao foi seguido de um decréscimo significativo na razdo Ci/C,, uma evidéncia
circunstancial de que a queda em Py, é atribuida em grande parte ao fechamento
estomatico (Ni and Pallardy, 1992). Entretanto, devido a leve constancia dos valores de
Ci/C,, mesmo com fortes reducdes de gs, nos leva a deduzir que houve uma limitacao
ndo estomatica da fotossintese, podendo ter havido uma limitagdo mesofilica ao fluxo
liquido de CO; ou uma limitacéo bioquimica da fotossintese, possivelmente por
retroinibicdo enzimatica (Buchanan and Wolosiuk, 2006). A primeira hipGtese é
suportada pela sensivel compactacdo das células epidérmicas verificadas nas plantas
cultivadas durante a estacao seca (Figura 3B e 3D). Pompelli et al. (2012), estudando
plantas de cafeeiros cultivados a pleno sol e sob sombra de 50% verificou que a
densidade do mesofilo era aumentada em 10% nas plantas cultivadas sob altas
luminosidades, mesmo que estas plantas ndo tenham experimentado limitacdo hidrica.
Para se testar a segunda hipotese dever-se-ia analisar a atividade de algumas enzimas do

ciclo de Célvin, entretanto, este ndo foi o objetivo do presente trabalho.

Em termos de Mata Atlantica, uma regido mais chuvosa que aquela de Caatinga, deve-
se esperar que pequenos incrementos da taxa assimilatoria fossem compensados pela
maior nebulosidade e menor penetrancia de luz nesta regido. Souza et al (2005)
descreve uma menor radiacao global, aliada a um decréscimo na luminosidade durante a
estacdo chuvosa em regides de Mata Atlantica durante os meses mais chuvosos do ano.
Os dados apresentados aqui estdo em consonancia com outros estudos ja realizados com
J. curcas (Santos et al., 2013; Yin et al., 2010).

Os dados de Py coletados na regido da Mata Atlantica nas plantas cultivadas durante a
estdo chuvosa apresentaram menores valores em relacdo a estagdo seca, fato
possivelmente atrelado aos maiores valores de Tr e d.. Estudos anteriores com outras

espécies lenhosas (Roy and Salager, 1992; Zots and Winter, 1996), também relataram
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reducdes das taxas de assimilagdo do CO, em dias de céu claro, em resposta a altos
valores de temperatura foliar e d.. N&o obstante, tem sido demonstrado que a atividade
oxigenase da Rubisco é favorecida em relacéo a sua atividade da carboxilase com o
aumento da temperatura foliar (Zots and Winter, 1996), fato que permite uma maior
dissipacéo de parte do excesso do poder redutor; protegendo assim indiretamente o
aparelho fotossintético contra os danos fotoxidativos do aumento na temperatura da
folha (Flexas et al., 1999; Zufferey et al., 2000).

O perfil de queda na taxa de transpiracéo na regido semiarida também foi acompanhado
por uma gqueda na taxa evapotranspiratoria durante a estacao seca, 0 que provavelmente
pode ser explicada pela baixa disponibilidade hidrica do solo durante a estagdo seca.
Uma eficiente reducdo nas taxas de E e gs como uma forma de evitar maiores perdas de
agua por evaporacdo, indica que J. curcas apresenta um eficiente mecanismo de
regulacdo da perda de agua, principalmente pela regulacdo da condutancia estomatica
em condi¢des de déficit hidrico (Arcoverde et al., 2011; Pompelli et al., 2012a;
Pompelli et al., 2010a; Santos et al., 2013).

A forte correlagédo negativa entre Py e DE, implica que em condicGes ambientais de
baixa disponibilidade hidrica, um aumento de DE, devido a compactacdo dos tecidos,
implicaria numa diminuicdo de Py. Por outro lado, a correlacao positiva entre gs e DE
decorre do fato que folhas menores apresentam mais superficies evapotranspirantes por
unidades de area (i.e. maior densidade celular) do que folhas maiores. A baixa
correlagéo entre gs, DE e IE, colabora com os dados de Miyazawa et al (2006) com
plantas de Populus, em que ndo foi encontrada correlacao entre gs e E, contrastando

apenas quanto a Py, em gue nos dados foi encontrada uma forte correlacéo.
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Lista de Figuras

Figura 1. Caracteristicas climéticas das regides analisadas. (A) Precipitacdo mensal
total (barras) e temperatura média (linhas); (B) evapotranspiracdo potencial (ETR) e (C)
armazenamento hidrico no solo. Os dados foram registrados entre os meses de janeiro a
dezembro de 2007 na regido semiarida (simbolos escuros) e na regido da Mata Atlantica
(simbolos brancos). Os simbolos (*) representam que sao estatisticamente distintas entre
si (teste de Newman-Keuls, p < 0,05). Barras verticais representam a média £ erro
padréo. n = 30. (Fonte: Agritempo, http://www.agritempo.gov.br).

Figura 2. Visdo geral da superficie adaxial da epiderme de Jatropha curcas coletada
durante a estacdo chuvosa (A e C) ou seca (B e D) na regido da Mata Atlantica (A e B)
ou na regido semiarida (C e D). Todas as imagens foram processadas a partir de uma
folha completamente exposta e submetida as condi¢cdes naturais de cultivo e a plena
exposicédo solar. Barras 100 pm.

Figura 3. Visdo geral da superficie abaxial da epiderme de Jatropha curcas coletada
durante a estacdo chuvosa (A e C) ou seca (B e D) na regido da Mata Atlantica (A e B)
ou na regido semiarida (C e D). Todas as imagens foram processadas a partir de uma
folha completamente exposta e submetida as condi¢cdes naturais de cultivo e a plena
exposi¢ao solar. Em detalhe (o) sdo mostrados pequenos clusters de estdbmatos mal
formados, na superficie das folhas desenvolvidas durante a estacdo seca. Barras 100 pum.

Figura 4. Densidade estomatica (A e B), densidade de células epidérmicas (C e D) e
indice estomatico (E e F), em plantas adultas de Jatropha curcas L. cultivadas na
regido semiarida e na regido da Mata Atlantica, durante a estacdo chuvosa (barras
escuras) e na estacdo seca (barras brancas). As medidas foram obtidas tanto na face
adaxial (A, C e E) bem como na face abaxial (B, D e F) da epiderme. Médias seguidas
de diferentes letras maiusculas entre as cidades e minusculas entre as estacdes sdo
estatisticamente distintas entre si (Newman-Keuls, p < 0,05). Barras verticais
representam a média £ erro padrdo. n = 100

Figura 5. Assimilacéo liquida de carbono (Py) (A), condutancia estomatica (gs) (B),
transpiracdo (E) (C), razdo entre a concentracdo interna e a atmosférica de CO, (Ci/ Cy),
eficiéncia do uso da 4gua (EUA) (E), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUA)) (F),
temperatura foliar (T¢) (G) e déficit de pressdo de vapor (8¢) (H), em plantas adultas de
Jatropha curcas L. cultivadas na regido semiarida e na regido da Mata Atlantica,
durante a estacdo chuvosa (barras escuras) e na estacdo seca (barras brancas). Médias
seguidas de diferentes letras mailsculas entre cidades e minusculas entre as estacdes sao
estatisticamente distintas entre si (Newman-Keuls, p < 0,05). Barras verticais
representam a media + erro padrdo. n = 10.
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Tabela 1. Coeficientes de correlacdo canonica (CC) entre variaveis do grupo 1 [taxa de
fotossintese liquida (Py), condutdncia estomatica (gs), transpiracdo (E) e deficit de
pressdo de vapor (8¢)] e grupo 2 [densidade estomatica (DE) e indice estomatico (IE).

Variaveis Semiarido Mata Atlantica
CcC1 CC1
Grupo 1
P 0,986 0,773
0s -0,678 -0,070
E 0,456 -1,625
Se 0,128 2,309
Grupo 2
DE -0,802 -0,316
IE -0,278 -0,684
R canonical 0,829 0,844
P 0,006 0,280
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados desta pesquisa, propde-se que J. curcas apresenta uma boa
adaptabilidade a diferentes regimes hidricos, observado no melhor desempenho
fotossintético e maior taxa de condutancia estomatica, durante a estacdo chuvosa, na
regido semiarida, e maiores taxas de transpiracdo, déficit de pressdo de vapor e
temperatura foliar quando cultivadas na regido da Mata Atlantica. Esse bom
desempenho pode ser atribuido tanto a adaptacdes fisiologicas como morfoanatdmicas,
evidenciado no aumento da densidade e indice estomaticos durante a estagdo com
menor disponibilidade hidrica, aumento esse que pode ter sido acarretado tanto pela

diminuicdo da area foliar, como devido a presenca de clusters de estbmatos anormais.

Uma forte ligacdo nas modificaces fisioldgicas e morfoanatémicas sofridas pela planta
durante o estudo foram comprovadas pelas analises de correlacdo candnica que
evidenciou uma forte correlacdo entre os parametros de fotossintese liquida,
condutancia estomaética e a densidade estomética. No entanto poucos sdo os trabalhos
que discutem sobre essas correlacBes, o trabalho sendo o primeiro para essa espécie,

abrindo assim portas para mais trabalhos de pesquisas sobre essas correlacdes.
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RESUMO

Jatropha curcas L. é uma Euforbiacea nativa dos tropicos centro e sul-americano,
especialmente Brasil e Meéxico. Indicada com uma espécie bem adaptada as regides
aridas e semiéridas do Brasil e do mundo, atualmente um grande nimero de centros de
pesquisas estudam a caracterizacdo do seu 6leo como fonte de biodiesel, principalmente
em 4areas de baixo regime hidrico. Trabalhos atuais também mostram diversas
estratégias, (e.g. controle estomatico, abscisdo foliar, endurecimento, entre outros
mecanismos adaptativos morfofisiologicos), que demonstram como pode ser uma
espécie altamente plastica a variacbes sazonais, propiciando seu estabelecimento em
diferentes tipos de ambientes. Levando em conta isso, este estudo teve como objetivo
comparar as adaptacdes morfofisiologicas e anatdbmicas de plantas adultas de J. curcas
cultivadas em duas regides com diferentes perfis climatolégicos; uma regido
caracterizada como Caatinga semiarida e outra como Mata Atlantica (Brasil). As
avaliacbes ocorreram em 2007 em duas diferentes estacbes do ano: estacdo chuvosa
(julho) e estacdo seca (dezembro). Medidas de trocas gasosas, bem como analises da
densidade e indice estomatico foram realizadas nas duas estacdes. Durante a estacdo
seca, em ambas as regides, foi evidenciado um aumento na densidade estomatica, bem
como no indice estomatico. Foi observado, ainda, a presenca de estdmatos anormais na
estacdo seca, 0 que pode justificar o aumento tanto na densidade quanto do indice
estomatico. Durante a estacdo chuvosa, na regido semiarida, J. curcas apresentou o
melhor desempenho fotossintético e maior taxa de condutancia estomatica. As maiores
taxas de transpiracdo, independente da estacdo do ano, foram registradas nas plantas
cultivadas na regido da Mata Atlantica, provavelmente atrelado ao maior déficit de
pressdo de vapor e temperatura foliar registrado nesta regido. A maior eficiéncia do uso
da agua foi registrada durante a estacdo chuvosa; enquanto que a maior eficiéncia
intrinseca do uso da agua foi registrada na estacdo seca; ambas as caracteristicas
registradas, em maior intensidade nas plantas cultivadas na regido semiarida. Analises
de correlagédo do tipo candnica evidenciaram uma forte correlagdo entre os parametros
de fotossintese liquida, condutancia estomatica e a densidade estomatica; mas uma fraca

correlagdo com o indice estomatico.

Palavras-chave: trocas gasosas, correlagdo candnica, densidade e indice estomatico,

pinhdo manso, sazonalidade.
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a native Euphorbicea of tropical Central and South America,
especially Brazil and Mexico. Indicated with a species well adapted to arid and semiarid
regions of Brazil and the world, currently a large number of research centers studying
the characterization of its oil as a source of biodiesel, especially in areas of low water
regime. Recent works also show the various different strategies (e.g. stomatal control,
leaf abscission, enduring and other adaptive mechanisms morphophysiologic) that
demonstrate how it can be a highly plastic species to seasonal variations, providing its
establishment in different types of environments. Taking this into account, this study
aimed to compare the morpho-physiological and anatomical adaptations of adult plants
of J. curcas grown in two regions with different climates: (i) a region characterized as
semiarid Caatinga and (ii)Atlantic Forest (Brazil). The evaluations were in two different
seasons: rainy season (July) and dry season (December). Measurements of gas exchange
and analysis of density and stomatal index were performed in both seasons. During the
dry season, in both regions, evidenced an increase in density and stomatal index. It was
also observed the presence of abnormal stomata in the dry season, which may explain
the increase in both the density and stomatal index. During the rainy season, in the
semiarid region, J. curcas showed the best photosynthesis performance and higher
stomatal conductance. The highest rates of transpiration, regardless of season, were
recorded in plants grown in the Atlantic Forest, probably linked to the higher vapor
pressure deficit and leaf temperature recorded in this region. The highest rate of
efficiency of water use was recorded during the rainy season, while the highest rate of
intrinsic efficiency of water use was recorded in the dry season, both traits recorded at a
higher intensity in plants grown in the semiarid region. Canonical correlation analyzes
showed a strong correlation between the parameters of net photosynthesis, stomatal
conductance and stomatal density, but a weak correlation with stomatal index.

Keywords: gas exchange, canonical correlation, density and stomatal index, purging

nut, seasonality.
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ecological reports, studies of plant biology without considering environmental factors.

AUDIENCE

Plant scientists, physiologists and molecular biologists.
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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 issues

Alongside the standard issues, the journal publishes two other types of issues: Special issues and
Virtual special issues. Special issues focus on a specific research topic and are organised by a
guest editor. Virtual special issues bring together content already published on ScienceDirect. Articles
appearing in virtual special issues have been selected by the Journal editor, highlighting topics that
are of particular interest to the readers. The virtual issues are hosted on Elsevier.com, linking directly
to the original articles on ScienceDirect.

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

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

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
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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.

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.

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 or as an electronic
preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), 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 service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

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.

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.

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

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.
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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.

This journal does not ordinarily have publication charges for authors. However, you can now opt
to make your article available to all (including non-subscribers) 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
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 .

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting/ or visit our customer support site
http://support.elsevier.com for more information.

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

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.

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.
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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.

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.

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 phone 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.

e 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.

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.

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 c¢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.
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http://webshop.elsevier.com/illustrationservices/ImagePolishing/gap/requestForm.cfm

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 hame and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

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.

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.

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.).

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 JUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking
for more information and a full list of supported databases.

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
0O, and between one (1) and the letter I.

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.
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Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are: *P <0.05,
**pP <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 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

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

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

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

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e 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:

e 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;

e 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.

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.
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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.

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.

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.

c. For books Gaugh, Jr.,, H.G., 1992. Statistical Analysis of Regional Field Trials. Elsevier, Amsterdam.
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d. For multi-author books Delacy, I.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.]., 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).

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 links to 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. 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.
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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.

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

e Full postal address

e Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

¢ All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

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

e References are in the correct format for this journal

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

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
e 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
e 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

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. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

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

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
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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.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail (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). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints
at any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com//myarticleservices/offprints).
Authors requiring printed copies of multiple articles may wuse Elsevier WebShop's
'Create  Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com//myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).

AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 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 at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

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