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1. APRESENTACAO

A superficie dos 6rgdos aéreos primarios das plantas é recoberta pela cuticula, estrutura
formada por uma matriz biopolimérica constituida por cutina (Holloway, 1982) e um
componente lipidico, geralmente, alifatico de baixa polaridade, as ceras cuticulares (Baker,
1982). A cutina ¢ um biopoliéster insoluvel, de elevado grau de entrecruzamento entre os
acidos graxos hidroxilados de cadeia longa que a compdem, enquanto as ceras podem ser
encontradas mergulhadas nesse polimero, as chamadas ceras intracuticulares, ou depositadas
na superficie da cutina, sendo conhecidas como ceras epicuticulares (Heredia et al., 1998).

As ceras epicuticulares sao encontradas como depositos sobre a superficie da matriz
cuticular (Garrec et al., 1995) e consistem numa interface natural entre a planta e o meio,
tendo como fun¢do basica conferir ao vegetal uma maior resisténcia a perda de agua por
transpiragdo. Quimicamente, a cera epicuticular ¢ uma mistura complexa de substincias
alifadticas como os n-alcanos, acidos graxos, alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres, possuindo,
também, substancias de natureza ciclica como os triterpendides e flavonoides (Shepherd et al.,
1995).

A cera epicuticular, dependendo do arranjo molecular, pode apresentar-se como uma
fina camada, em algumas espécies, forma tipica de superficies brilhantes, ou pode formar
placas ou cristais de diversas formas e tamanhos, em outras (Jeffree, 2006), impedindo a livre
passagem da dgua, e assim, reduzindo, o coeficiente de difusdo de 4gua (Kerstiens, 1996a). A
forma pela qual as ceras arranjam suas moléculas interfere fortemente na permeabilidade da
superficie a dgua, tornando-se mais impermeaveis a medida que as ceras se apresentam numa
forma cristalizada.

Uma vez que, o controle da transpiragdo pelas folhas tem dois componentes: os
estomatos e a cuticula, ap6s o fechamento estomatico, a cuticula e, conseqlientemente, as
ceras assumem um papel de vital importancia para a vida das plantas garantindo a retengao de
agua no corpo do vegetal (Jordan et al., 1984). As caracteristicas fisico-quimicas das ceras
cuticulares sdo responsaveis pelas propriedades fisiologicas e ecoldgicas assumidas pela
cuticula (Riederer & Schreiber, 1995).

A cuticula estd associada a uma série de fungdes essencialmente importantes a
sobrevivéncia das plantas. Além de protecdo as condigdes desfavordveis de suprimento
hidrico, a cuticula também contribui com as trocas gasosas (Kerstiens, 1996b), reduz a

lixiviagdo na superficie foliar (Scherbatskoy & Tyree, 1990), protege as plantas contra o
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excesso de radiagdo (Barnes e Cardoso-Vilhena, 1996), confere resisténcia aos ataques por

insetos (Eigenbrode, 1996), fungos e bactérias patogénicas (Mendgen, 1996).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Ceras epicuticulares e déficit hidrico em plantas cultivadas

Na passagem dos vegetais do ambiente aquatico para o terrestre a aquisi¢do de uma
protecdo hidréfoba, a cuticula, foi uma das adaptacdes que permitiu o controle da perda
excessiva de agua por esses organismos (Kolattukudy, 1980), permitindo o sucesso dos
vegetais fora do meio aquatico, pois uma das principais exigéncias para a sobrevivéncia dos
vegetais no ambiente terrestre € ter o controle sobre as relagdes hidricas. Da mesma forma,
sob estresse hidrico a cuticula tem uma importante fungdo contribuindo na regulagdo da perda
de 4gua por transpiragao.

As ceras cuticulares consistem nos principais componentes funcionais da superficie
aérea primadria das plantas, desempenham um papel importante para a planta na resisténcia a
diversos estresses ambientais como, seca, pois limita a difusdo de dgua e solutos através da
cuticula (Schonherr, 1982; Rieder & Schreiber, 1995), ataque de insetos, patogenos e radiagao
solar excessiva (Goodwin & Jenks, 2005).

Ainda hoje ha muita controvérsia sobre a correlacdo entre espessura da cuticula e as
condi¢cdes ambientais. Cuticula espessa ¢ uma forma xeromorfica bastante comum de
diminuir a transpiragdo, pois as plantas submetidas a estresse hidrico, geralmente, aumentam
a producao de ceras epicuticulares. Por outro lado, nem sempre um aumento no teor de ceras
epicuticulares indica uma melhor eficiéncia na redugdo da transpiracdo, como observado por
Oliveira et al. (2003).

A presenga de uma cuticula muito impermeavel tem sido descrita como uma
caracteristica que pode indicar tolerancia a seca (Clarke et al., 1989; Jamaux et al., 1997).
Variedades de plantas com baixas taxas de transpira¢do cuticular podem conservar uma alta
quantidade relativa de 4gua em condigdes de déficit hidrico. Contudo, ainda nao ¢ consenso
que esta adaptagdo pode permitir a planta ser mais produtiva em condigdes de seca (Sanchez
etal., 2001).

No momento em que o déficit hidrico torna-se limitante e induz o fechamento
estomatico, a taxa de perda de agua ¢ determinada diretamente pela transpira¢do cuticular
(Jordan et al., 1984). Transpirag¢ao cuticular ¢ um termo utilizado para descrever o fendmeno

no qual ocorre uma redugdo da abertura estomatica e a perda de agua ocorre, apenas, através
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da cuticula (Kerstiens, 1996a), no entanto, alguns autores preferem o uso do termo
transpiragdo epidérmica, pois € dificil saber se todos os estomatos estdo realmente fechados
(Sheriff, 1984; van Rensburg & Peacock, 1998).

O Sorghum bicolor (L.) Moench (sorgo) é considerado uma das culturas mais
tolerantes a seca. Possui uma alta quantidade de cera na superficie cuticular em varias
linhagens, cultivares e hibridos de cultivo comercial (Burow et al., 2008), considerado um dos
cereais com maior quantidade de cera, quando comparado ao arroz (O’Toole & Cruz, 1983) e
trigo (Araus et al., 1991). No sorgo a presen¢a de uma grande quantidade de cera epicuticular
¢ proposta como um mecanismo potencialmente importante de tolerancia a seca (Jordan et al.,
1983; 1984).

Diversos trabalhos vém sendo realizados em busca de conhecimento sobre a
importancia das ceras epicuticulares em espécies de interesse econdmico, alguns destes
estudos investigam a influéncia dos varios estresses bioticos e abidticos sobre as ceras, dentre
eles o estresse hidrico.

O’Toole & Cruz (1983) puderam verificar que os cultivares de arroz (Oryza sativa L.),
originarios de ambientes com clima mais seco, exibiram uma quantidade de cera epicuticular
muito superior aos cultivares provenientes de ambientes chuvosos e umidos, levando-se a
sugerir que uma maior quantidade de cera estaria relacionada como uma adaptacao da planta
para sobreviver melhor em condi¢des de seca, reduzindo a permeabilidade cuticular e, assim,
perdendo menos 4dgua para o ambiente.

Uddin & Marshall (1988) observaram um aumento significativo na quantidade de cera
epicuticular em resposta ao estresse hidrico, aplicado em individuos de trigo (Triticum
aestivum L.), atingindo a média de 17,8%. Contudo, em alguns cultivares o aumento no teor
de cera foi de 35 a 40%.

Em oito genotipos de cevada (Hordeum vulgare L.) Svenenningsson (1988) constatou
um predominio da fragdo epicuticular em relacdo a fracdo intracuticular, representando 73-
84% do total. Nas plantas submetidas a déficit hidrico ndo houve alteragdes no teor de cera
intracuticular, no entanto, foram verificadas mudangas significativas na quantidade de cera
epicuticular. Alguns cultivares aumentaram bastante sua producdo de cera epicuticular,
enquanto outros diminuiram consideravelmente.

Vakharia et al. (1993) puderam verificar que em dois genotipos de amendoim (Arachis
hypogaea L.) nao houve uma maior producao de ceras epicuticulares nas folhas em resposta a

seca ou depois de aliviar o estresse hidrico. Por outro lado, em outro cultivar de A. hypogaea,
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Vakharia et al. (1997) observaram que ocorreu um aumento no teor de cera epicuticular em
plantas sob estresse hidrico.

Samdur et al. (2003) também puderam observar um maior teor de cera epicuticular em
18 genotipos de amendoim quando submetidos a um tratamento de estresse hidrico, contudo
as analises foram apenas quantitativas entre os diferentes gendtipos. Yang et al. (1993)
verificaram que na composi¢do quimica de ceras cuticulares foliares de trés cultivares de
amendoim (A. hypogaea L.) houve um predominio de acidos graxos, seguidos de n-alcanos e
alcoois primarios.

Bondada et al. (1996) investigando os efeitos do estresse hidrico sobre a cera
epicuticular do algodao (Gossypium hirsutum L.), constataram um aumento significativo no
teor de cera nas folhas e bracteas das plantas sob condi¢des de déficit hidrico. Além disso, os
n-alcanos representaram a principal classe de compostos presente na cera epicuticular do
algodao sob estresse hidrico, com um aumento nos niimeros e niveis de alcanos de cadeia
curta e cadeia longa, com um predominio de alcanos de cadeia longa nos individuos sob
estresse hidrico.

Kolattukudy (1970), por exemplo, j& indicava que os alcanos sdo mais importantes na
reduc¢do da transpiragdo do que outros componentes como os triterpenos.

Em 16 dos 20 cultivares de ervilha (Pisum sativum L.) estudados por Sanchez et al.
(2001) pdde-se observar que houve um aumento significativo no teor de cera epicuticular
quando as plantas foram mantidas sob estresse hidrico. No entanto, ao analisar as taxas de
transpiragdo residual verificaram que o aumento no teor de cera ndo implicou em uma
cuticula mais impermeavel a agua, sugerindo, entdo, que outros fatores estariam relacionados
com o movimento da agua através da cuticula, como composi¢do e arranjo das moléculas da
cera, € ndo apenas a quantidade de cera cuticular.

Para o gergelim (Sesamum indicum L.) Kim et al. (2007) constataram que as plantas
mantidas sob estresse hidrico tiveram um aumento significativo na quantidade de cera
epicuticular quando comparadas com as plantas controle (mantidas irrigadas). O aumento no
teor de cera epicuticular total foi de 30%, com um aumento de 34% de alcanos, 13% de
aldeidos e um total de 28% de compostos nao identificados. Os alcanos constituiram a classe
de compostos mais abundante na cera de S. indicum com uma média de 4,56 pg.cm™,
enquanto os aldeidos, a segunda classe de constituintes em abundéancia, possuiram uma média
de 0,80 pg.cm™. Os alcanos das folhas de S. indicum consistiram numa série homoéloga de

compostos com 25 a 35 atomos de carbono.
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2.2 Arachis hypogaea L. — amendoim

O amendoim destaca-se como a quarta maior cultura de oleaginosas do mundo
(Lourenzani & Lourenzani, 2009), cultivado em diversas regides sob as mais diversas
condi¢des edafoclimaticas. Os principais produtores mundiais dessa cultura s3o a China,
india, Estados Unidos, Nigéria e Indonésia, somando aproximadamente, 75% da producao
mundial. Os grandes mercados produtores, citados acima, sdo também os principais paises
consumidores, correspondendo a 73% do amendoim consumido no mundo. O Japdo, Unido
Européia (Alemanha, Holanda, Franca, Espanha e Reino Unido, entre outros), Russia, Canada
e México sdo também grandes consumidores do produto, entretanto, estas regides ndo tém
tradicdo na producdo dessa oleaginosa, sendo considerados os maiores importadores do
produto no mercado internacional, concentrando cerca de 70% da aquisi¢do do amendoim
comercializado no mundo. Sendo a China, os Estados Unidos e a Argentina os maiores
exportadores devido a qualidade de seus graos; enquanto a Unido Européia, Indonésia e Japao
sdo os principais importadores (Agrianual, 2008).

A importancia econdOmica dessa oleaginosa esta relacionada ao fato de ser uma
importante fonte de proteina e 6leo. Esta oleaginosa possui teor de proteina em torno de 20-
25% e oOleo de 45% (Godoy et al., 1999) e sua grande importancia econdmica deve-se,
principalmente, a grande diversidade de formas de consumo (Santos et al., 1997). Por ser rico
em proteinas, 6leos, carboidratos, sais minerais e, em algumas vitaminas do complexo B e
tocoferdis, constituindo-se em um alimento altamente energético (585 calorias/100g/grdo), o
consumo do amendoim ou seus subprodutos ¢ uma boa alternativa para a populagdo de baixa
renda, que tem acesso limitado a fontes de proteina animal (Freire et al., 2005).

No Nordeste do Brasil, essa oleaginosa vem sendo cultivada em condicdes de
agricultura de sequeiro, estando sujeita aos elevados riscos causados pelas variagdes
climaticas. No entanto, a cultura mostra-se bem adaptada a seca e observa-se que dentro da
espécie podem existir genotipos mais aclimatados a condi¢des de baixa disponibilidade
hidrica, em razdo das caracteristicas morfologicas e fisioldgicas; uma destas caracteristicas &,
por exemplo, de aprofundar suas raizes para captar dgua a maiores profundidades, quando
cultivada em solo apropriado (Aratjo & Ferreira, 1997).

Na regido Nordeste, o amendoim ¢ uma excelente alternativa agricola em razao da
riqueza nutricional de suas sementes e adaptacdo as condicdes semi-dridas (Freitas et al.,
2005). Contudo, a producdo obtida na regido ¢ baixa, aproximadamente, 14 mil toneladas,
correspondendo apenas a 30% da demanda. O restante ¢ importado, principalmente, do

Estado de Sao Paulo e da Argentina (Santos et al., 2005).
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A cultura possui um ciclo de vida curto e de facil manejo, apresentando um mercado
atraente. Cerca de 70% da area cultivavel no Nordeste encontra-se em condigdes semi-aridas,
0 que torna potencialmente interessante a produgdo dessa oleaginosa, desde que se utilizem
cultivares adaptadas a essas condi¢des (Gomes et al., 2007).

Correia et al. (2004) constataram que plantas de amendoim sob déficit hidrico reduzem,
significativamente, o nimero de folhas, além de sofrerem reducdo de area foliar em mais de
70%; podendo ser considerada uma estratégia para evitar a perda excessiva de agua por
transpiragdo, sob condi¢des adversas. Além disso, a imposicao do estresse também reduziu a
matéria seca das folhas e caule. Ao contrario, do que aconteceu com os Orgaos aéreos, foi
observado um aumento na alocagao de biomassa das raizes, tal resposta pode estar associada a
um mecanismo de tolerdncia ao estresse hidrico, uma vez que sob condi¢cdes de pouca
disponibilidade hidrica, as plantas precisam investir no sistema radicular para aumentar a
capacidade de absor¢ao de agua.

Segundo Nogueira & Santos (2000) o amendoim responde de forma répida ao estresse
hidrico como forma de preven¢do, mas quando cessado o periodo de estresse, a planta
apresenta rapida capacidade de recuperag@o. Nogueira et al. (2006) também observaram que a
transpiragdo foi bastante influenciada pelo déficit hidrico. A transpiragdo ¢ uma das
caracteristicas mais importantes nos estudos envolvendo estresse hidrico e o fechamento
estomatico ¢ um mecanismo destinado a reduzir o déficit hidrico interno, para tolerar periodos
de seca.

Além disso, Kottapalli et al. (2009) relatam que o processo fotossintético em plantas de
amendoim pode ser, reversivelmente e parcialmente, desativado para reduzir a perda de agua
quando as plantas sdo submetidas a déficit hidrico, mas pode ser rapidamente reativado
quando as plantas sdo reirrigadas. Ao contrario, do que ocorre para a maioria das plantas
estressadas que levam varios dias para regularizar o processo de abertura estomatica apos
serem reirrigadas, as folhas de amendoim conseguem recuperar a turgescéncia e reduzir a
resisténcia estomatica 24 horas ap0s a reidratacao (Pallas et al., 1979; Tavora & Melo, 1991).

Espécies de amendoim selvagem tém-se mostrado altamente promissoras como fontes
de resisténcia a diversas pragas que atingem o amendoim e outras culturas, além de tolerancia
ao estresse hidrico, constituindo caracteristicas desejaveis em programas de melhoramento
genético (Bertioli et al., 2003; Nautiyal et al., 2008).

Um dos principais objetivos dos programas de melhoramento do amendoim ¢ a
identificacdo de gendtipos com alta produtividade, estabilidade de produgdo e ampla

adaptabilidade aos mais variados ambientes (Sudaric et al., 2006). Nesta linha de pesquisa,
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alguns genétipos de A. hypogaea vém sendo desenvolvidos através de técnicas de
melhoramento de sementes. Estes genétipos tém se mostrado resistentes a pragas, bem
adaptados a condi¢des de déficit hidrico, além de produtivos e com ciclo de vida curto, em
torno de 90 dias.

Desde a década de 80 a Embrapa Algodao tem desenvolvido pesquisas com amendoim
e tem disponibilizado ao setor produtivo novas cultivares (Godoy et al., 1999; Santos et al.,
2005). Dentre estes genotipos as cultivares BR 1, BRS 151 L-7 e BRS Havana, classificadas
como pertencentes ao grupo Valéncia (A. hypogaea subsp. fastigiata var. fastigiata), possuem
habito ereto ou semi-ereto, eixo central com flores, poucos ramos secundarios e as vezes
terciarios, ciclo curto, vagens com trés ou quatro sementes. A BRS 151 L-7 pode apresentar
vagens com duas sementes. Uma linhagem avancada do programa de melhoramento do
amendoim da Embrapa Algoddo, a LiGO-PEO6 (conhecida, vulgarmente, como Goiana)
pertencente ao grupo Virginia (A. hypogaea subsp. hypogaea var. hypogaea), apresenta habito
rasteiro e muita ramificagdo, ciclo longo, auséncia de flores no eixo central, vagens com duas
sementes, segundo classificacdo de Godoy et al., (1999). A Tabela 1 descreve as principais

caracteristicas dos genotipos de A. hypogaea desenvolvidos pela Embrapa.

Tabela 1. Caracteristicas fisiologicas e de produtividade dos genotipos de Arachis hypogaea

desenvolvidos pela Embrapa.

Genotipos
Caracteristicas BR1 BRS 151 L7 BRS Havana LiGO-PEO6
Oleo (%) 45 46 43 -
N° sementes/vagem 3a4 2a3 3a4 2
L Vermelha, Vermelha, Bege, Vermelha,
Caracteristicas da arredondada,
arredondada, Alongada, arredondada,

semente g g tamanho

tamanho médio  tamanho grande tamanho médio

grande
Ciclo Médio Curto Médio Loneo
(90 dias) (87 dias) (90 dias) &

Dos gend6tipos Dos gendtinos Através de varios ugl;aﬁ;liz deem

Oricem CNPA 95 AM, I ACg-Tu ﬁp . ciclos de selegao avanca dag 1o
& CNPA 96 AM P sobre 0 acesso ¢

Senegal 55-437

programa de

e Sap¢ Roxo CNPA 75 AM melhoramento
Reagdo a seca Tolerante Resistente Tolerante -

Santos et al.
Fonte 1999 Santos, 2000 Santos et al. 2006  Santos, 2009"

® Fonte: Nogueira & Santos (2000)

**) Santos, R. C. (2009). Informagdes cedidas pelo autor.
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RESUMO - A superficie aérea dos 6rgdos vegetais € recoberta pela cuticula, uma camada
hidrofobica que desempenha um papel importante na restricao a perda de 4gua. Um de seus
principais componentes, as ceras epicuticulares, t€ém sido muito investigadas em espécies de
interesse econdmico. O objetivo deste trabalho foi analisar a composicdo quimica da cera
epicuticular foliar em quatro genotipos de Arachis hypogaea L. (BR1, BRS 151 L-7, BRS
Havana e LiGO-PEO06) desenvolvidos para tolerar o déficit hidrico e de duas espécies
selvagens (A. monticola e A. stenosperma). A cera epicuticular foi obtida de foliolos
provenientes de seis individuos adultos e analisada por cromatografia gasosa. O teor de cera
variou de 3,9 a 9,0 pg.cm™ (nos gendtipos) e de 6,0 a 7,4 Pg.cm™ para os tipos selvagens,
respectivamente. Trés classes lipidicas foram identificadas tanto nos gendtipos como nas
espécies selvagens: n-alcanos, alcoois alifaticos e acidos graxos. A distribuicdo qualitativa e
quantitativa dos homologos em cada gendtipo e espécie selvagem foi discutida em relagdo a

tolerancia ao estresse hidrico.

Termos para indexac¢do: Arachis hypogaea L., amendoim, cera epicuticular foliar.
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INTRODUCAO

A cuticula ¢ uma fina camada que recobre a superficie aérea dos Orgdos vegetais,
constituida por uma matriz biopolimérica de cutina e um componente lipidico de baixa
polaridade, as ceras cuticulares (Baker, 1982). As ceras epicuticulares, sdo encontradas como
depositos sobre a superficie da matriz cuticular (Garrec et al.,, 1995) e consistem numa
interface natural entre a planta e o meio.

A posigdo assumida pelas ceras forma uma barreira contra a perda excessiva de dgua
durante a transpiragdo cuticular, sendo esta a fun¢do primaria desses lipidios (Baur, 1998). As
ceras cuticulares sdo constituidas, principalmente, por substancias alifaticas como os acidos
graxos, aldeidos, alcodis alifaticos, cetonas e alcanos, em geral com cadeias longas (Cy ao
Css) e por compostos ciclicos como os triterpenos (Baker, 1982; Jetter et al., 2006;
Wollenweber, 1982).

Teor e composi¢dao de cera epicuticular tém sido associados com tolerancia a seca,
como observado em cultivares de aveia (Bengston et al., 1978), amendoim (Samdur et al.,
2003) e trigo (Johnson et al., 1983), sendo importante o conhecimento desses lipidios em
espécies de interesse econdmico.

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das principais oleaginosas cultivadas no
mundo devido ao seu teor de proteinas e de acidos graxos (Carley & Fletcher, 1995). Os
trabalhos sobre ceras cuticulares em Arachis hypogaea, geralmente, estdo relacionados com
sua tolerancia a estresses bidticos e abidticos, como déficit hidrico (Vakharia et al., 1993;
Vakharia et al., 1997; Samdur et al., 2003) e resisténcia a ataque de insetos, devido a sua
importancia agricola (Yang et al., 1993).

Neste estudo foi analisada a composicao quimica da cera epicuticular foliar de quatro
genotipos de A. hypogaea desenvolvidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

(Embrapa) para tolerar o déficit hidrico, além de duas espécies selvagens.

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo de sementes e cultivo
Sementes de quatro genotipos de A. hypogaea: BR 1, BRS 151 L7, BRS Havana e
LiGO-PE06 e de duas espécies selvagens (A. monticola Krapov. & Rigoni e A. stenosperma

Krapov. & Gregory) foram cedidas pela Embrapa Algodao (Paraiba, Brasil) e pela Embrapa
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Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, Brasil) e cultivados em casa de vegetacao sob
irrigacdo diaria obedecendo a capacidade de campo do solo. A temperatura média e a umidade

relativa do ar foram de 34,6 °C ¢ 49,8%, respectivamente.

Extracéo e analise da cera epicuticular

Sessenta e trés dias apds a semeadura 30 foliolos foram retirados de seis individuos de
cada genotipo de amendoim e de cada espécie selvagem. Os foliolos foram desidratados e a
cera epicuticular foi extraida através de duas imersdes em diclorometano sob agitagdo
constante durante 30 seg.

O teor de cera epicuticular foi calculado pela razao entre a quantidade de cera e a area
dos foliolos multiplicada por dois. Os valores foram expressos em pg.cm™. A area foliar foi
determinada utilizando um medidor de area foliar portatil (LICOR LI-3000, Inc. Lincoln,
EUA).

As ceras foram fracionadas por cromatografia em camada delgada, utilizando como
adsorvente gel de silica G 60 impregnada com fluoresceina soédica 0,02% e cloroférmio como
fase movel. Os spots foram visualizados sob luz UV. As classes de lipidios representativas
foram isoladas e analisadas através de cromatografia em fase gasosa (Shimadzu 17A, Toquio,
Japio) tendo hélio como gés de arraste com fluxo constante de 1 cm’/min. Foi utilizada uma
coluna capilar de silica fundida DB-5 (5%-fenil-metilpolisiloxano) e um detector de ionizagao
em chama a 280°C. A temperatura do injetor foi programada a 250°C e a da coluna
inicialmente al50°C aumento 10°C/min até 280°C, permanecendo em condigdes isotérmicas
por 15 min. Foi injetado 1 UL de cada amostra e a identificagdo dos compostos foi feita por
comparagdo com os tempos € retencdo de amostras auténticas (padrdes Supeloco™ e
Sigma®). A quantificacdo dos constituintes foi realizada através do somatério das areas dos

picos obtidos por CG conhecidos de cada classe.

Analise estatistica
Os dados referentes ao teor de cera epicuticular e das principais classes lipidicas foram
sujeitos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% utilizando o programa

Statistica Ver. 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de cera epicuticular dos quatro genotipos de A. hypogaea (BR1, BRS 151 L7,
BRS Havana ¢ LiGO-PE06) e das duas espécies selvagens (A. monticola e A. stenosperma)
esta expresso na Figura 1. De acordo com os resultados obtidos o teor de cera variou de 3,9
Hg.cm™ no gen6tipo LiGO-PE06 a 9,0 ug.cm™ em BRS 151 L7, e diferengas significativas so
foram encontradas para estes genotipos (p < 0,05). Paras as espécies selvagens (A. monticola
e A. stenosperma) o teor médio de cera foi de 6.0 e 7.4 pg.cm”, respectivamente, ¢ nio
diferiram estatisticamente entre si e em relacdo aos gendtipos analisados (Figura 1).

Os genotipos BR1, BRS 151 L7, BRS Havana e LiGO-PEO6 foram desenvolvidos
com o propdsito de tolerar o estresse hidrico, e, segundo Nogueira et al. (2000), o primeiro € o
mais tolerante que BRS 151 L7 e BRS Havana. Para o genotipo LiGO-PE06, aquele que
apresentou o menor teor de cera, ndo ha informagdes disponiveis sobre sua tolerancia a
restri¢do hidrica. O teor de cera para este genotipo, também, foi inferior a outras 12 gendtipos
de amendoim cujos teores variaram de 9,1 a 17,4 ug.cm™ (Samdur et al., 2003). A auséncia de
diferencgas significativas entre a maioria dos genotipos e espécies selvagens estudadas ndo
explica a importancia da cera epicuticular na tolerancia ao estresse hidrico para os gendtipos
analisados.

De acordo com alguns autores, cuticulas mais espessas podem diminuir a transpiracao
cuticular representando vantagens para as espécies a restricao hidrica (Tipon e White, 1995;
Bondada et al., 1996; Kottapalli et al., 2009). Entretanto para os gendtipos analisados, o teor
de cera pode ndo explicar a adaptacdo ao estresse hidrico, nem mesmo para o gen6otipo BR1, o
mais eficiente segundo Nogueira et al. (2000). Por outro lado, de acordo com Oliveira et al.
(2003), nem sempre o teor de ceras epicuticulares ¢ indicio de uma melhor eficiéncia contra a
perda de agua.

Sanchez et al. (2001) verificaram em 20 gendtipos de Pisum sativum L., ervilha, que
0s mais ricos em ceras foram os mais produtivos, no entanto, um maior teor de cera nao
implicou, necessariamente, na reducdo de transpiracao residual. Neste, e em outros estudos, a
composicdo e ultra-estrutura da cera pode até ser o fator mais importante na reducdo das taxas

de transpiragdo cuticular (Grncarevic e Radler, 1967; Oliveira et al., 2003).
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Figura 1. Teor médio de cera epicuticular foliar de quatro gendtipos de Arachis hypogaea ¢
duas espécies selvagens de Arachis. R1 = BR1; L7 =BRS 151 L7; HV = BRS Havana; GO =
LiGO-PE06; AM = A. monticola; AS = A. stenosperma. Barras representam erro padrdo (n =

6 individuos).* denota diferenca significativa (teste de Tukey, p < 0,05).

As ceras epicuticulares foliares dos quatro genétipos de Arachis hypogaea e das
espécies selvagens A. monticola e A. stenosperma, quando analisadas por cromatografia em
camada delgada (CCD), apresentaram uma composi¢do quimica semelhante.
Qualitativamente, as mesmas classes de compostos foram visualizadas nestes individuos

(Figura 2), posteriormente, as classes foram confirmadas pela cromatografia em fase gasosa
(CQG).
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Figura 2. Cromatograma (CCD) dos quatro genotipos de Arachis hypogaea e duas espécies
silvestres de Arachis. R1 = BR1, L7 = BRS 151 L7, H = BRS Havana, G = LiGO-PE06, Am =

A. monticola e As = A. stenosperma.

Os gendtipos BR1, BRS 151 L7, BRS Havana e LiGO-PE06 apresentaram trés classes
lipidicas principais: n-alcanos, alcoois alifaticos e dacidos graxos, estes ultimos como
constituintes majoritarios (Figura 3). As classes lipidicas representaram em média,
respectivamente, 8,4; 2,8 e 41,7% da cera bruta nos quatro genoétipos. Paras as espécies
selvagens A. monticola e A. stenosperma, a distribuigdo desses constituintes foi em média
16,5; 20,2 e 14,5%, respectivamente.

O teor de acidos graxos no geno6tipo BRS 151 L7 é majoritariamente superior aos
demais e, também, em relacao as espécies selvagens. Nestas, hd uma distribuicao quantitativa
semelhante entre os lipidios, com predominio de n-alcanos (A. stenosperma) e alcoois
alifaticos (A. monticola). O genétipo BR1 € o que mais se assemelha em composi¢dao com as
espécies selvagens (Figura 3).

Yang et al. (1993) ao analisarem a composi¢do quimica das ceras de cinco espécies
selvagens de Arachis também encontraram uma composi¢do lipidica semelhante em relagdo
aos gendtipos estudados, identificando acidos graxos como componentes predominantes.
Entretanto, vale ressaltar, que para as duas espécies selvagens deste estudo, n-alcanos e

alcoois alifaticos foram os constituintes principais.
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Figura 3. Valores médios das concentragdes das classes lipidicas identificadas na cera
epicuticular foliar de quatro genétipos de Arachis hypogaea e duas espécies selvagens de
Arachis. R1 = BR1; L7 = BRS 151 L7; HV = BRS Havana; GO = LiGO-PE06; AM = A.

monticola; AS = A. stenosperma. Barras representam erro padrao (n = 6 individuos).

A distribui¢do dos acidos graxos foi marcada, principalmente, pela ocorréncia dos
acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1) e linoléico (C18:2). Os acidos
palmitico e estearico foram os mais representativos, para os gendétipos BR1 ¢ BRS 151 L7, o
estearico destacou-se pela concentragdo, para os demais gendtipos e espécies selvagens esses
dois acidos ocorreram em semelhante propor¢ao (Figura 4). Esse padrao de distribuicao de
acidos graxos também foi verificado para outras espécies selvagens de Arachis (Yang et al.,

1993), com o acido estearico aparecendo como o principal constituinte.



SOUZA, R. J. C. Ceras epicuticulares de genotipos de Arachis hypogaea L.: composi¢ao... 27

35
_ mC1a:0
ag | OC 180
Oc18:1
[ mC1E:2
—~a0
4
-
o
1w 20
[ F ]
n
-
B1s5 -
g
UID =
5 _
|:| _ §‘

Rl L7 HW &0 Al AR
Genotipos sSelvagens

Figura 4. Distribui¢ao (%) dos principais acidos graxos presentes na cera epicuticular foliar de
quatro gendtipos de Arachis hypogaea e duas espécies selvagens de Arachis. R1 =BR1; L7 =
BRS 151 L7; HV = BRS Havana; GO = LiGO-PE06; AM = A. monticola; AS = A.

stenosperma.

O padrao de distribuicdo de n-alcanos foi marcado, em geral, pela presenca de
constituintes com comprimento de cadeia carbonica entre C21 (uncosano) e C33
(tritriacontano). Os genodtipos BR1, Havana e Goiana também apresentaram n-alcanos com 35
atomos de carbono (Tabela 1). Os n-alcanos em maior concentragao nos quatro genotipos de
A. hypogaea foram os homologos C31(hentriacontano) ¢ C33. Para as espécies selvagens ndo
houve constituintes majoritarios para esta classe. A composi¢ao de n-alcanos encontrada neste
tudo foi semelhante a verificada por Yang et al. (1993) para uma cultivar de A. hypogaea ¢

cinco espécies silvestres de Arachis.
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Tabela 1. Percentual de homologos de n-alcanos das ceras epicuticulares foliares de Arachis

hypogaea e duas espécies de Arachis selvagens.

Arachis hypogaea

Arachis selvagem

Homologos .

de n-alcanos  BR 1 BRE7151 H]Z’\iia II)ISO% A. monticola  A. stenosperma
n-21 1,29 0,92 1,82 1,87 0,38 0,93
n- 22 32 1,96 34 3,52 0,42 2,8
n- 23 1,73 2,42 3,6 4,24 0,4 2,37
n- 24 4,58 9,41 6,74 7,65 2,57 5,88
n-25 2,7 2,81 7,2 6,22 0,56 5,07
n- 26 2,19 4,57 5,43 7,54 0,72 7,01
n-27 1,65 6,18 6,54 7,88 0,68 4,18
n- 28 1,31 2,89 3,52 4,82 0,59 5
n- 29 2,85 4,99 8,59 6,35 1,03 5,98
n- 30 1,84 2,83 4,36 6,26 0,66 2,8
n- 31 8,83 13,45 12,75 7,75 1,68 11,3
n- 32 1,21 1,55 1,56 1,94 0,43 -
n- 33 4,05 34,57 14,26 14,29 2.9 14,8
n- 35 1,33 - 3,7 33 - -

( - ) ndo detectado

Por dificuldades metodolégicas, os dalcoois alifaticos, ainda, ndo tiverem sua

composicao elucidada.

CONCLUSAO

O melhoramento genético que resultou no surgimento dos geno6tipos BR1, BRS 151

L7, BRS Havana e LiGO-PE06 nao alterou fortemente o perfil quimico das ceras

epicuticulares de A. hypogaea. A tolerancia ao déficit hidrico, portanto, ndo ¢ consequéncia

imediata de modificagdes cuticulares.

Outros processos fisiologicos (comportamento

estomatico, por exemplo) podem responder mais diretamente a adaptagdo a restricao hidrica.
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RESUMO - Um dos principais componentes da cuticula, as ceras epicuticulares, t€ém
sido muito investigadas em espécies de interesse econdomico. O objetivo deste trabalho foi
analisar o efeito do estresse hidrico na composi¢do quimica da cera epicuticular foliar em
quatro genoétipos de Arachis hypogaea L. (BR1, BRS 151 L7, BRS Havana e LiGO-PE06) ¢
de duas espécies selvagens (A. monticola e A. stenosperma). A cera epicuticular obtida de
foliolos provenientes de seis individuos adultos cultivados em condi¢des normais de
suprimento hidrico e sob estresse foi analisada por cromatografia gasosa. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os teores de cera para os genotipos e/ou espécies € o
tratamento adotado. As respostas das plantas ao estresse hidrico sdo dependentes do gendtipo.
Acidos graxos e n-alcanos se mostraram sensiveis a restricio hidrica. A distribuicdo
qualitativa e quantitativa dos homdlogos cuticulares em cada gendtipo e espécie selvagem em

diferentes regimes hidricos ¢ discutida.

Temos para index: Arachis hypogaea L., amendoim, acidos graxos, N-alcanos.
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INTRODUCAO

A cuticula constitui uma das caracteristicas adaptativas que garantiu a passagem das
plantas do ambiente aquatico para o terrestre, permitindo assim o controle da perda excessiva
de agua (Kolattukudy, 1980). A cuticula funciona como uma barreira entre a planta e o meio,
sendo atribuida a ela uma série de funcdes como participar das trocas gasosas
(Kerstiens,1996), reduzir a lixiviagdo foliar, evitando a perda de nutrientes e ions
(Scherbatskoy & Tyree, 1990), servir como um anteparo a radiacdo (Barnes & Cardos-
Vilhena, 1996), conferir resisténcia ao ataque de insetos (Eigenbrode, 1996) e
microrganismos patogénicos (Mendgen, 1996).

A cera epicuticular apresenta-se como uma camada fina e semi-impermeével, e ocorre,
principalmente, nas folhas e frutos (Hemmers & Gulz, 1986). Quimicamente, corresponde a
uma mistura complexa de constituintes alifaticos como os n-alcanos, acidos graxos, alcoois,
cetonas, aldeidos e ésteres, e substancias de natureza ciclica como os triterpendides e
flavonodides (Shepherd et al., 1995).

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das principais oleaginosas cultivadas no
mundo, inclusive, em condi¢cdes de agricultura de sequeiro, estando sujeito aos elevados
riscos causados pelas variacdes climaticas. Tem-se observado que dentro da espécie podem
existir genotipos mais aclimatados que outros a condi¢des de baixa disponibilidade hidrica,
em razado das caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas, como aprofundar suas raizes para
buscar agua a maiores profundidades, reduzir a area foliar, regular a transpiragdo, ¢ desativar
o processo fotossintético, temporariamente (Subberao et al., 1995; Blum, 1998; Kottapalli et
al., 2009).

J& é do conhecimento que plantas nativas de areas tipicamente aridas, possuem uma
cuticula mais espessa, em comparacdao as plantas oriundas de ambientes com uma maior
disponibilidade hidrica (Oliveira e Salatino, 2000; Oliveira et al., 2003). Outros estudos
também mostraram que o déficit hidrico induzido provoca um aumento no teor de cera
epicuticular em diversas plantas como trigo (Uddin & Marshall, 1988), cevada
(Svenningsson, 1988), algoddo (Bondada et al., 1996), rosa (Jenks et al., 2001), ervilha
(Sanchez et al., 2001), amendoim (Samdur et al., 2003), como uma resposta as condigdes de
déficit hidrico.

Segundo Samdur et al. (2003) varios fatores estdo envolvidos na tolerancia a seca no
amendoim e que a compreensdo de todos os mecanismos envolvidos ¢ dificil de estabelecer.

Além do actimulo de metabolitos primarios como sacarose, prolina e aminoacidos, sob
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estresse hidrico, a cera epicuticular em Arachis pode sinalizar uma outra adaptacédo a restrigdo

hidrica.

Os trabalhos com ceras epicuticulares em amendoim, no entanto, dependendo do gendtipo ou

espécie, tém revelado resultados contraditorios (Vakharia et al., 1993; Vakharia et al., 1997).
No presente estudo foi analisada comparativamente a composi¢do quimica da cera

epicuticular foliar de quatro gendtipos de amendoim tolerantes ao déficit hidrico e de duas

espécies selvagens de A. hypogaea.

MATERIAL E METODO

Obtencdo das sementes

Sementes de quatro genotipos de A. hypogaea: BR 1, BRS 151 L7, BRS Havana e
LiGO-PE06, conhecido como Goiana, e de duas espécies selvagens (A. monticola Krapov. &
Rigoni e A. stenosperma Krapov. & Gregory) foram cedidas pela Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia (Brasilia, Brasil).

Cultivo e tratamento hidrico

A semeadura foi realizada em sacos plasticos pretos com capacidade para 8 litros. O
solo utilizado apresentou as seguintes propriedades: textura franco-arenosa, pH = 4,7 ¢
concentragao idnica: Ca'= 0,95 cmolc/dm’ ; MG = 0,65 cmolc/dm?; Na = 0,13 cmolc/dm?;
K™= 0,15 cmolc/dm?; AlP = 1,15 cmolc/dm?; H = 11,22 cmolc/dm?® e P = 13mg/dm?. Foram
semeadas quatro sementes por saco e 15 dias apds a semeadura (DAS) foi feito o desbaste,
deixando-se apenas duas plantas por saco. As plantas foram distribuidas aleatoriamente na
casa de vegetagao.

Todas as plantas receberam agua diariamente mantendo a capacidade de campo do
solo durante 41 DAS. Apos este periodo iniciou-se o tratamento de déficit hidrico: 50% das
plantas tiveram sua rega totalmente suspensa (tratamento de déficit hidrico) e as outras 50%
continuaram recebendo dgua diariamente (tratamento controle). Aplicacdo dos tratamentos
durou 22 dias, ou seja, as plantas foram submetidas a andlise da cera epicuticular apds 63
DAS. A temperatura média e a umidade relativa do ar foram de 34,6 °C e 49,8%,

respectivamente.
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Extracéo e analise da cera epicuticular

Seis individuos de cada genétipo e de cada espécie de Arachis selvagem tiveram 30
foliolos retirados. Os foliolos foram desidratados e a cera epicuticular extraida com
diclorometano duas vezes de 30 seg. sob agitacdo constante.

O teor de cera epicuticular foi calculado pela razao entre a quantidade de cera extraida
e a 4rea dos foliolos multiplicada por dois e os valores expressos em pig.cm™. A érea foliar foi
determinada utilizando um medidor de area foliar portatil (LICOR LI-3000, Inc. Lincoln,
EUA).

As ceras foram fracionadas por cromatografia em camada delgada, utilizando-se como
adsorvente gel de silica G 60 impregnada com fluoresceina sodica 0,02% e cloroférmio como
fase movel. Os spots foram visualizados sob luz UV. As classes lipidicas representativas
foram isoladas e analisadas por cromatografia em fase gasosa segundo Souza e Oliveira
(2009). A quantificacao dos constituintes foi realizada através do somatorio das areas dos

picos (obtidos por CG) conhecidos de cada classe.

Analise estatistica
Os dados referentes ao teor de cera epicuticular e das principais classes lipidicas foram
sujeitos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% utilizando o programa

Statistica Ver. 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos teores de cera epicuticular dos quatro genotipos de A. hypogaea (BRI,
BRS 151 L7, BRS Havana e LiGO-PE06) e de duas espécies selvagens (A. monticola e A.
stenosperma) sob condi¢des normais (irrigados) e déficit hidrico estdo representadas na
Figura 1.

Diferentemente do que foi observado por Samdur et al. (2003) em que seis genotipos
de amendoim aumentaram seu teor de cera epicuticular sob condi¢des de déficit hidrico, para
os dados obtidos no presente estudo ndo foram observadas diferencas significativas entre os
teores de cera para os gendtipos e/ou espécies e o tratamento adotado (déficit hidrico).

O teor médio de cera encontrado para os genotipos de A. hypogaea (plantas controle)

foi de 6,66 pg.cm™ e as espécies silvestres apresentaram um teor semelhante de 6,78 pg.cm™.
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Esses valores sdo trés vezes menor ao encontrado por Samdur et al. (2003) para 12 gendtipos

com um tempo de cultivo semelhante (65 dias).
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Figura 1. Valores médios do teor de cera epicuticular foliar de quatro genétipos de Arachis
hypogaea ¢ duas espécies de Arachis selvagem. R1 = BR1; L7 = BRS 151 L7; HV = BRS
Havana; GO = LiGO-PE06; AM = A. monticola; AS = A. stenosperma. Barras representam

erro padrdo (n = 6 individuos).

A quantidade média de cera epicuticular foliar encontrada para o amendoim também ¢
inferior a encontrada para outras espécies de plantas cultivadas como, o algodao que apresenta
uma média de 91,71 pg.cm™ (Bondada et al., 1996).

A. hypogaea ¢é conhecida como uma oleaginosa tolerante a seca. No entanto, para os
genotipos estudados o teor de cera epicuticular nao respondeu significativamente ao
tratamento adotado, sugerindo que outros fatores estdo relacionados com a tolerdncia destes
genotipos de amendoim, como, por exemplo, a composicdo da cera (Sanchez et al., 2001), ou
outros processos fisiologicos, como o crescimento radicular (Boote et al., 1982).

Kottapalli et al. (2009) puderam constatar que em um genétipo de A. hypogaea

tolerante ao estresse hidrico submetido a uma reducdo em 30% na irrigacdo, houve um
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declinio de apenas 15-20% na produgdo, comparado com o declinio de 90% no genotipo
susceptivel. Esta resposta na producdo pode estd relacionada com a redugdo na fotossintese
através do fechamento estomatico, minimizando a perda de dgua e evitando o dano celular.

As ceras dos quatro gendtipos de A. hypogaea e das duas espécies selvagens (Arachis
monticola e A. stenosperma) em condi¢des de irrigagdo e sob suspensdo de rega apresentaram

um perfil quimico semelhante quando analisadas por cromatografia em camada delgada —

CCD (Figura 2).

} n-alcanos

} Alcoois alifaticos

} Acidos graxos

Figura 2. Cromatograma (CCD) dos quatro genotipos de Arachis hypogaea e duas espécies
silvestres de Arachis. R1 = BR1, L7 = BRS 151 L7, H = BRS Havana, G = LiGO-PE06, Am =

A. monticola e As = A. stenosperma.

Nas plantas controle de A. hypogaea houve o predominio de acidos graxos e n-
alcanos, com os 4cidos graxos correspondendo a média de 41,7% e alcanos correspondendo a
8,4% do total de cera; sob déficit hidrico, os percentuais de 4cidos graxos e n-alcanos foram
alterados para 12,2 e 27,2%, respectivamente (Figuras 3 e 4).

O aumento no teor de n-alcanos sob déficit hidrico também foi observado em A.
monticola, que também apresentou uma maior concentragdo de acidos graxos nas plantas
controle, e manteve uma concentracdo semelhante nas plantas tratadas e ndo tratadas.
Enquanto que em A. stenosperma os n-alcanos representaram a principal classe nas plantas
controle e reduziram sua concentra¢do sob déficit hidrico.

A. stenosperma apresentou a maior concentracao de n-alcanos no tratamento controle,
2,1 pg.cm™, correspondendo a 29,1% do total da cera. Enquanto que entre os gendtipos de A.

hypogaea essa concentragdo variou de 0,27 pg.cm™ (LiGO-PE06) a 1,35 pg.cm™ (BR1). Sob
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déficit hidrico ocorreu a variacdo de 0,37 pg.cm'2 (BR1) a 3,65 pg.cm’2 (BRS Havana),

enquanto a A.stenosperma apresentou 0,7 pg.cm™ e a A. monticola apresentou 1,4 pg.cm™.
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Figura 3. Valores médios da concentragdo de acidos graxos presente na cera epicuticular
foliar de quatro genotipos de Arachis hypogaea e duas espécies de Arachis selvagem. R1 =
BR1; L7 =BRS 151 L7; HV = BRS Havana; GO = LiGO-PE06; AM = A. monticola; AS = A.

stenosperma. Barras representam erro padrdo (n = 6 individuos).

O aumento na concentracdo de n-alcanos em plantas sob estresse hidrico também foi
observado em outras espécies como o algodao (Bondada et al., 1996), o gergelim (Kim et al.,
2007a) e a soja (Kim et al., 2007b). Os n-alcanos sdo conhecidos por ser uma classe de
compostos eficientes na redugdo da transpiracao (Kolattukudy, 1970) e os genotipos BRS
Havana e LiGO-PEO6 e a espécie Arachis monticola destacaram-se quanto ao aumento na
concentracdo de n-alcanos.

Em geral, os 4cidos graxos sdo representados em baixas concentracdes nas ceras
epicuticulares foliares (Bianchi, 1995), porém em A. hypogaea eles constituem a principal
classe de compostos quanto a concentragdo, assim como também foi observado por Yang et

al. (1993), que constataram os acidos graxos como a principal classe em constituintes,
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seguidos dos n-alcanos e alcodis primarios. Por dificuldades metodologicas, estes ultimos

ainda ndo tiverem sua composi¢ao elucidada.
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Figura 4. Valores médios da concentragdo de n-alcanos presentes na cera epicuticular foliar
de quatro genotipos de Arachis hypogaea e duas espécies de Arachis selvagem. R1 = BR1;
L7 = BRS 151 L7; HV = BRS Havana; GO = LiGO-PE06; AM = A. monticola; AS = A.

stenosperma. Barras representam erro padrdo (n = 6 individuos).

Quanto a composicao das ceras, a classe dos n-alcanos consistiu de cadeias com
atomos de carbonos de nimeros impares e pares, do C21 ao C33, como representado na
Tabela 1; os gendtipos BR1, BRS Havana e LiGO-PE06, também, apresentaram tracos de
C35. Os individuos de BRS Havana e LiGO-PE06, e A. monticola sob déficit hidrico quando
comparadas com as plantas controle (irrigadas) tiveram um aumento significativo em n-
alcanos; enquanto os individuos de A. hypogaea (cv. BR 1) e A. stenosperma apresentaram
uma reducao (Figura 4).

Os constituintes de n-alcanos em maior concentragdo foram os homologos C24 (n-
tetracosano), C25 (n-pentacosano), C26 (n-hexacosano), C27 (n-heptacosano), C29 (n-
nonacosano), C31(n-hentriacontano) e C33 (n-tritriacontano). Apresentando os C31 e C33

como o0s principais constituintes, como mostrado na Tabela 1. Este padrdo de concentracao foi
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semelhante entre os quatro genétipos de A. hypogaea ¢ em A. monticola e A. stenosperma,
composi¢do semelhante a encontrada por Yang et al. (1993) para uma cultivar de A. hypogaea
e cinco espécies silvestres de Arachis (Arachis glandulifera, A. ipaensis, A. chacoense e A.
paraguariensis). O C31 e o C33 sdo constituintes encontrados em maiores concentragdes,
também em cultivares de algoddo (Bondada et al., 1996), tomate (Smith et al., 1996), batata
(Szafranek e Synak, 2006), gergelim (Kim et al., 2007a) ¢ soja (Kim et al., 2007b).

Quantos aos acidos graxos, os genotipos BRS Havana e LiGO-PE06 e A. stenosperma
apresentaram reducdo significativa entre a concentragdo de acidos graxos nas plantas sob
déficit hidrico (p <0,01).

Os principais acidos graxos, presentes nas espécies estudadas, foram os acidos
palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oléico (C18:1), linoléico (C18:2), como pode ser
observado na Tabela 2, com os acidos palmitico e estedrico como os mais abundantes. Os
gendtipos BRS Havana e LiGO-PE06 sob déficit hidrico apresentaram o acido lignocérico
(C24:0) como o mais abundante (Tabela 2). Para os gendtipos de A. hypogaea do grupo
controle o acido estearico correspondeu ao mais abundante. Yang et al. (1993) encontraram o
acido linoléico como o mais abundante.

Os principais acidos graxos encontrados na cera epicuticular foliar de Arachis
hypogaea, também constituem os principais acidos graxos presentes no 6leo de suas sementes

como pode ser visto em Ozcan & Seven (2003).
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CONCLUSAO

Ao contrario do teor de cera, a composicdo foi a mais influenciada pelo estresse
hidrico nos gendtipos BR1, BRS 151 L7, BRS Havana e LiGO-PEQ6 e nas espécies selvagens.
Essa variagdo ¢ diferente em cada gendtipo mostrando mecanismos adaptativos particulares.
Acidos graxos e n-alcanos se mostraram sensiveis a restrigdo hidrica, podendo ser os

constituintes cuticulares responsaveis pela tolerancia a seca do amendoim.
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RESUMO

A superficie aérea primaria das plantas ¢ recoberta pela cuticula, uma camada
hidrofobica que desempenha um papel importante na restrigdo a perda de dgua. Um dos
principais componentes funcionais da cuticula, as ceras epicuticulares, t€ém sido muito
investigadas em espécies de interesse econdmico. O objetivo deste trabalho foi analisar a
composi¢do quimica da cera epicuticular foliar em quatro gendtipos de Arachis hypogaea L.
(BR1, BRS 151 L-7, BRS Havana ¢ LiGO-PE06) e de duas espécies selvagens (A. monticola
e A. stenosperma) e verificar o efeito do estresse hidrico na biossintese dos componentes
cuticulares. A cera epicuticular foi obtida de foliolos provenientes de seis individuos adultos
cultivados em condi¢des normais de suprimento hidrico e sob estresse, e analisada por
cromatografia gasosa. O teor de cera variou de 3,9 a 9,0 ug.cm™ (nos genétipos) e de 6,0 a 7,4
ng.cm™ para as espécies selvagens (A. monticola e A. stenosperma), respectivamente. Trés
classes lipidicas foram identificadas tanto nos genotipos como nas espécies selvagens: n-
alcanos, alcoois alifaticos e acidos graxos. Nao foram observadas diferencas significativas
entre os teores de cera para os genotipos e/ou espécies e o tratamento adotado e as respostas
das plantas ao estresse hidrico sdo dependentes do gendtipo. Acidos graxos e n-alcanos se
mostraram sensiveis a restricao hidrica. A distribuicao quantitativa dos homologos cuticulares

difere dependendo do regime hidrico adotado.

Palavras-chave: Arachis hypogaea, amendoim, cera epicuticular.
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ABSTRACT

The primary aerial plant surface is covered by the cuticle, a hydrophobic layer which
plays an important role in restricting water loss. The main functional component of the
cuticle, the epicuticular wax, has been investigated in species of economic importance. The
objective of this study was to analyze the chemical composition of leaf epicuticular wax in
four genotypes of Arachis hypogaea L. (BR1, BRS 151 L-7, BRS Havana, and LIGO-PE06)
and two wild species (A. monticola and A. stenosperma) and to evaluate the effect of water
stress on the biosynthesis of cuticular constituents. The foliar epicuticular waxes were
obtained from six adults plants grown under normal conditions of water supply and under
hydric stress, were analyzed by gas chromatography. The wax content ranged from 3.9 to 9.0
pg.cm-2 (for genotype) and from 6.0 to 7.4 ug.cm-2 for the wild species (A. monticola and A.
stenosperma) respectively. Three lipid classes were identified in both genotypes and in the
wild species: n-alkanes, aliphatic alcohols and fatty acids. No significant differences were
observed between the wax content for the genotypes and/or species and treatment adopted.
The responses of plants to water stress are dependent on genotype. Fatty acids and n-alkanes
were sensitive to water deficit. The quantity of cuticular homologue differs depending on the

water regime adopted.

Key-words: Arachis hypogaea, peanut, epicuticular wax.
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well as those who work in the field. If primary papers are submitted for a Special Issue, then
the Introduction should be longer than usual to help orientate the reader within the field, and
the Discussion should also help to explain the context of the work.

Gene Notes. Please note that Gene Notes are no longer considered for publication.
Back to Contents

ONLINE SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

All manuscripts should be submitted via Bench>Press, our online manuscript submission and
review system. If you are unable to submit in this way please contact the editorial office. To
submit online please go to http://submit-jxb.oxfordjournals.org/ and follow the instructions
for creating an account (or sign in) and submitting your manuscript. Before submitting your
manuscript please read and follow the Journal’s guidelines for presentation.

If you are a first time user of the ‘Bench>Press system’ please click on ‘Create an account’
and register following the website’s instructions. If you are already registered with JXB
Bench>Press, please sign in by using your e-mail as your username, and your password. If
you have forgotten your password, you can obtain a new one by clicking on lost password.
Here you will be prompted to enter your e-mail address. The next page will ask you your
security question. After entering your security question, a new password will be e-mailed to
you (you can always change a password on your Personal Information page).

After you have logged in, please enter the ‘Author Area’ and select ‘Submit a new
manuscript’. Fill in all the required fields.

1. Manuscript metadata: Number of authors, article type, title, running title, key words,
abstract, covering letter, submission agreement, and suggested editors. You are required to



SOUZA, R. J. C. Ceras epicuticulares de genotipos de Arachis hypogaea L.: composi¢ao... 53

suggest three potential reviewers. You can also exclude reviewers, if so, please state your
reasons in the covering letter. In both cases please provide as much information as possible. 2.
Author(s) information: Please enter the name, institution, and e-mail for each author in the
order they appear on the manuscript. 3. File upload metadata: number of images and
supplementary files that you will upload, which are not included in the manuscript file. Please
fill in all the required fields: number of pages and figures, number of colour and black and
white figures, number of tables. 4. Upload your file(s): a single Word or .PDF file with tables
and figures included is the preferred format. Please note that before creating your .PDF file,
fonts (Asian, Cyrillic, Eastern European, and Middle Eastern) should be embedded in the
document. Embedding ensures that all readers can view the document in any system. Please
embed all fonts even if you think you have not used any special fonts. They are often left in
the original Word document or may occur in graphics and may not even be visible (see
Acrobat Help: ‘Embedding Fonts’). Alternatively, if tables are uploaded separately, these
should be Word or PDF. If figures are not included in the text, they should be submitted as
JPEG, .TIFF or .GIF, and should be

If reference is made to a paper ‘in press’, a proof of this should also be submitted. If any
material from other publications is included, it should be clearly referenced and copyright
permission sought before submission. Please see section ‘Permission to reproduce figures’.

GUIDELINES FOR PRESENTATION

Manuscripts should be typewritten on one side only of an A4 sheet, double-spaced throughout
(except for the references - see below) and with at least a 4 cm margin on the left.
Manuscripts should be written in the third person. Number all pages of the manuscript
consecutively on the right hand side at the bottom of the page and number the lines of the text
in the left-hand margin. Page and line numbering help reviewers and editors easily to refer to
specific sections of the manuscript. Please note that manuscripts without page and line
numbering will be returned to authors for correction before being considered further.

For primary research articles, the manuscript should be arranged in the following order: Title
page Abstract Introduction Materials and methods Results Discussion (this section may be
combined with Results) Supplementary material (if applicable) Acknowledgements
References Tables Figure legends Figures

The Title page should contain the title, the name(s) of the author(s), the name(s) and
address(es) of the institution(s) where the work was carried out, followed by the contact
details of the author to whom correspondence should be sent (address, telephone, fax, and e-
mail). The date of submission and the number of tables and figures should also be given on
the first page. The Title should be specific and concise but sufficiently informative to assist
those scanning contents listings and abstract journals. Authors should also suggest a short
running title. Please do not add the running title as a header.

The Abstract should not exceed 250 words; it should state the rationale, findings and
conclusions of the study; it should contain no discursive matter or references.

Authors should suggest no more than ten Key words for their article in alphabetical order.
Data should not be presented in both tabular and graphical form. Large bodies of primary data
should not be included in the manuscript but they can be presented as ‘Supplementary
material’, which will be published online at the time of publication.
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ABBREVIATIONS, NUMBERS AND DATES

Abbreviations and their explanation should be composed in a list. Standard chemical symbols
may be used in the text where desirable in the interests of conciseness. For long chemical
names and other cumbersome terms, widely accepted abbreviations may be used in the text
(e.g. ATP, DNA); the list of standard abbreviations published by The Biochemical Journal
(http://www.biochemj.org/bj/bji2a.htm is an acceptable guide. Abbreviations for the names of
less common compounds may be used, but the full term should be given on first mention. It is
confusing and unnecessary to use abbreviations for common English words (e.g. L for light).

Numbers up to ten should be spelled out in the text except when referring to measurements.
Numbers higher than ten are to be represented as numerals except at the beginning of a
sentence. Fractions are to be expressed as decimals.

Dates should be cited thus: 7 June 2001 and the 24 hour clock should be used. Back to
Contents

SCIENTIFIC NAMES

The complete scientific name (genus, species, and authority, and cultivar where appropriate)
must be cited for every organism at the first mention. The generic name should be abbreviated
to the initial thereafter, except where intervening references to other genera with the same
initial could cause confusion. If vernacular names are employed, they must be accompanied
by the correct scientific name on first use. Back to Contents

UNITS OF MEASUREMENT

The metric system is adopted as standard. The system of units known as ‘SI’ should be used.
If non-standard abbreviations must be used they should be defined in the text. Units of
measurement should be spelled out except when preceded by a numeral, when they should be
abbreviated in the standard form: g, mg, cm3, etc. and not followed by full stops. Use
negative exponents to indicate units in the denominator (i.e. mmol m-2 s-1). Back to Contents

CHEMICAL AND MOLECULAR BIOLOGY NOMENCLATURE

Follow Chemical Abstracts and its indexes for chemical names. The IUPAC and I[UBMB
recommendations on chemical, biochemical, and molecular biology nomenclature should be
followed for amino acids, peptides, enzymes, nucleic acids, polynucleotides, carbohydrates,
and lipids (see http://www.chem.qmw.ac.uk/iupac and /iubmb).

Nomenclature for genes and proteins must follow international standards. It is important to
differentiate between genes and proteins. Italics is a standard for genes, so all gene symbols
and loci should be in italics and capitalization as it applies for each organism's standard
nomenclature format, in text, tables, and figures. Proteins should appear in Roman type.
Nomenclature conventions differ amongst species, please follow them accordingly.

Arabidopsis: http://www.arabidopsis.org/portals/nomenclature/guidelines.jsp

Maize: http://www.maizegdb.org/maize nomenclature.php
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Rice: http://www.gramene.org/documentation/nomenclature/rice gene nomen.pdf

Tomato: http://tgrc.ucdavis.edu/

Wheat: http://www.k-state.edu/werc/

SEQUENCE DATA

Deposition of sequence data (proteins or nucleotides), array data, molecular interaction data,
and any other data where there is a publicly held database is required before publication of the
manuscript; and the database accession number must be given in the manuscript (Materials
and methods). Appropriate databases for protein and nucleic acid sequences are: EMBL;
GenBank, or the Protein Data Bank.

Microarray Gene Expression Data should be MIAME compliant; and data should be
deposited in a public repository such as ArrayExpress and GEO. Back to Contents

EQUATIONS

If equations require more than one level of subscript or superscript, please use either
‘Microsoft Equation Editor’ or ‘Math Type’. If anything else is used, the equation has to be
re-typed which makes it vulnerable to errors. Back to Contents

TABLES

Tables should be on a separate page, and should be numbered in Arabic numerals with a
concise and descriptive legend at the head. They should be cited in the text in a sequential
order. Please create tables in Word using the ‘table’ feature and include them in the text file.
Back to Contents

FIGURES

Figures should be self-explanatory and contain as much information as is consistent with
clarity. Each figure should be provided on a separate page and be clearly labelled using
Arabic numbers. Citation in the text should take the form Fig. 1A etc, and should be referred
to in the text in sequential order. Wherever possible, figures should be grouped to fill a page.
Label figures that have more than one panel in capital letters A, B, etc.

Lines and symbols should be drawn boldly enough to stand reduction. For graphs a suitable
thickness for the axis would be 0.3 mm and for the other lines 0.4 or 1.0 mm depending on the
complexity of the graph. The preferred symbols are closed circles, open circles, closed
squares, open squares, closed triangles, and open triangles and should be no smaller than 2
mm (height/diameter) for reduction to one-half. The symbols x and + should be avoided.

The typeface used for lettering should be of a type similar in style to the text of the journal
(e.g. Times New Roman or Arial). The height of the lettering should be uniform throughout
and should have a capital height of 4.0 mm on the originals for reduction to one-half. A scale
should be included for all micrographs; otherwise the scale of the original should be stated in
the legends so that the final scale can be calculated.
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Figure manipulation: Please note that no specific feature within an image may be enhanced,
obscured, moved, removed, or introduced. The grouping of images from different parts of the
same gel, or from different gels, fields, or exposures must be made explicit by the
arrangement of the figure (i.e. using dividing lines) and in the figure legend. Adjustments of
brightness, contrast, or colour balance are acceptable as long as they are applied to the whole
image and if they do not obscure, eliminate, or misrepresent any information present in the
original, including backgrounds. Without any background information, it is not possible to see
exactly how much of the original gel is actually shown. Non-linear adjustments (e.g. changes
to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

The minimum resolution for the figures is 300 dpi (dots per inch) for tone or colour, 1200 dpi
for line art at approximately the correct size for publication. Colour figures should be CMYK
(Cyan-Magenta-Yellow-Black).

To ensure that reviewers, editors, and readers can understand your figures please follow the
recommendations to make them colourblind friendly (see http://jfly.iam.u-tokyo.ac.jp/color/) -
In the fluorescent double-staining micrographs, DNA chips, etc, do not use the combination
of red and green. Use magenta (purple) and green instead. - For micrographs with three or
more channels, in addition, show either a greyscale picture of each channel or the
combination of the two most important channels in magenta and green. - For graphs and line
drawings, label elements of the graph on the graph itself rather than making a separate colour-
coded key, since matching the same colours in distant places is extremely difficult. - Do not
convey information in colour only. Show difference both in colour and shape (solid and
dotted lines, different symbols, various hatching, etc.). Red does not appear as a bright and
vivid colour. Avoid using red characters on a dark background.

Colour publication: The charges for colour publication in print are currently £100/$150 per
figure. Colour payment agreement is required before acceptance of your manuscript.

Reviews, focus papers and special issue papers are exempt from colour charges, but colour
should be essential for the scientific understanding.

Authors of research papers can choose to have their figures published in colour in the online
version of the article for free, while the print version will be published in black and white.
The use of online-only colour will be limited to those figures which reproduce adequately in
both greyscale and colour. Authors who wish to have their figures in colour both online and in
print will be charged as specified above. Please consider these options carefully at the time of
submission. The online system will ask you to select these options for each colour figure. If a
figure is going to be published in colour online but not in print it is essential that no reference
to colour is made in the legend or within the text of the manuscript that refers to the figure.
The figure files for colour online-only should be supplied in CMYK. Authors will receive the
proofs according to the print version of the manuscript.

Please note that orders from the UK will be subject to a 17.5% VAT charge. For orders
from elsewhere in the EU you or your institution should account for VAT by way of a reverse
charge. Please provide us with your or your institution’s VAT number.

Figure legends should be provided on a separate page and included in the text file. Each
legend should contain sufficient explanation to be meaningful without cross-referencing. A
scale of the original should be included in the legend unless already indicated in the picture. A
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description of the symbols used in the figures should be written out in full. (Please do not
include the character symbol in the legend.) Please note that figure legends may be used by
search engines for figure searches.

Cover illustrations: authors are encouraged to submit interesting images for a potential issue
cover. Illustrations may be taken from the article, or be closely related to it, and they should
be original. The potential cover illustration figure(s) must be supplied in electronic format as
.TIFF, and resolution must be above 300 dpi at publication size. The image size is 91x285
mm. Please provide a detailed legend and credit information. A short concise caption may
also be provided to appear on the front cover. Authors may submit a potential cover
illustration at the time of submission or at a later stage during the reviewing process via e-
mail (j.exp.bot@lancaster.ac.uk). In this latter case please provide your manuscript number
and title and your address.

Back to Contents

SUPPLEMENTARY MATERIAL FOR ONLINE-ONLY PUBLICATION

Supplementary material may be submitted for online-only publication if it adds value for
potential readers. However, it must not contain material critical to the understanding of the
manuscript. The hard copy of the manuscript should stand alone, but it should be indicated at
an appropriate point in the text that supplementary material is available online. In addition,
the availability of supplementary material should also be indicated in the manuscript by a
section headed ‘Supplementary material’ with a brief description of these data to appear
before the Acknowledgements and References. If possible the best format to present these
data is a single PDF file. Please include the manuscript title and list of authors on the first
page, and whenever possible include the figure legends. Supplementary material should be
named and cited within the manuscript as Figure S1, Table S1, Video S1, etc. Supplementary
material is available to reviewers and editors during the review process. If images are
supplied as .GIFs or .JPEGs, the minimum acceptable resolution for viewing on screen is 120
dpi.

Videos: The preferred formats for video clips are .MOV, .MPG, .AVI, and animated .GIF
files. Authors are advised to use a readily available program to create movies so that they can
be viewed easily with e.g. Windows Media Player or QuickTime.

Authors should check the supplementary data carefully as this information is not
professionally copy edited or proofread. Back to contents

REFERENCES

The accuracy of the references and citation information is the responsibility of the authors.
Please be aware that, if citation information is incomplete or inaccurate, links on the online
journal will not work.

Citations in the text should have the authors immediately followed by the date to facilitate the
electronic linkages which are available on-line, for example: (Shen and Ma, 2001) or Shen
and Ma (2001). If several papers by the same author in the same year are cited, they should be
lettered in sequence (2000a, b), etc. When papers are by more than two authors they should
be cited in the text: (Shen et al., 2001).
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The list of literature must be typed single-spaced throughout and with a single line space
between each citation. References should be thoroughly checked before submission. If the list
is not in the correct form it will be returned to the author for amendment and publication of
the paper may be delayed. In the list, references must be placed in alphabetical order without
serial numbering. The following standard form of citation should be used, including the title
of each paper or book:

Jiang Q, Gresshoff PM. 1993. Lotus japonicus: a model plant for structure—function analysis
in nodulation and nitrogen fixation. In: Gresshoff PM, ed. Current topics of plant molecular
biology, Vol. II. Boca Raton, FL: CRC Press, 97—110.

N*tchobo H. 1998. Sucrose unloading in tomato fruits. II. Subcellular distribution of acid
invertase and possible roles in sucrose turnover and hexose storage in tomato fruit. PhD
thesis, Laval University, Canada, 87-118.

Richard C, Granier D, Inzé D, De Veylder L. 2001. Analysis of cell division parameters
and cell cycle gene expression during the cultivation of Arabidopsis thaliana cell suspensions.
Journal of Experimental Botany 52, 1625-1633.

Only papers published or in press should be cited in the literature list. Unpublished results,
including submitted manuscripts and those in preparation, should be cited as unpublished in
the text. Journal titles should not be abbreviated but be given in full. Citation of articles from
e-journals and journal articles published ahead of print should have the author names, year,
manuscript title, journal title followed by the assigned digital object identifier (DOI) or the
appropriate URL:

Parry MAJ, Andralojc PJ, Mitchell RAC, Madgwick PJ, Keys AJ. (March 14, 2003.)
Manipulation of Rubisco: the amount, activity, function and regulation. Journal of
Experimental Botany 10.1093/jxb/ergl41.

Citation of other URL addresses (unless in reference to an e-journal) may be made in the text
but should not be included in the reference list. Back to Contents

REVIEW PROCEDURE

A new submitted manuscript is sent to the relevant subject Associate Editor, who oversees the
review process. Manuscripts are reviewed by two independent experts in the particular area.
The reviewers will make a scientific assessment and recommendation to the Editors. In case
of a disagreement, the Associate Editor may ask a third independent expert to assess the
manuscript. Reviewers and Associate Editors remain unknown to authors. The Associate
Editors will reach a final decision either to accept, accept with revision or to reject a
manuscript. Rejected manuscripts with an invitation to re-submit will be considered as new
submissions and undergo the full reviewing process at the Editors' discretion. Include a point
by point response to reviewers with your re-submitted manuscript. Back to Contents

REVISED MANUSCRIPTS

Revised manuscripts should be received within four weeks of the date from when the
invitation was sent; revised manuscripts received after this time will be considered as new
submissions. Revised manuscripts should be accompanied by a detailed response letter on



SOUZA, R. J. C. Ceras epicuticulares de genotipos de Arachis hypogaea L.: composi¢ao... 59

how all the concerns of the editor and referees have been addressed. Please give the exact
page number(s), paragraphs(s), and line number(s) where each revision has been made, and
copy this letter in ‘Response to reviews’ during submission.

Format for revised manuscript: Original source files are required to avoid delays if the
manuscript is accepted. The main text must be provided as Microsoft Word. References,
Figure legends, and Tables should be included in this Word file. Figures should be provided
as .TIFF files. The minimum resolution for the figures is 300 dpi for tone or colour, 1200 dpi
for line art at approximately the correct size for publication. Colour figures should be CMYK
(Cyan-Magenta-Yellow-Black).

PERMISSION TO REPRODUCE FIGURES

Please note that if your manuscript (or supplementary material) includes any data in tables or
figure(s) already published, you will need permission from the original publisher to reproduce
them before your manuscript can be published. This includes figures adapted (modified or re-
drawn) in any way from other publications. Permission to reproduce figures or data from
other publications must be sought by authors at the time of acceptance. Please note that
obtaining copyright permission could take some time. A copy of the permission document
should be sent to the Production Editor, Journal of Experimental Botany, Oxford University
Press, Great Clarendon Street, Oxford OX2 6DP. E-mail: JXB production office To seek
copyright permission please contact the copyright permission department of the relevant
journal or publisher.

Back to Contents

OPEN ACCESS ARTICLES

Open Access articles are freely available online to all from the date of online publication. All
primary papers whose corresponding author’s institution has a full subscription to the JXB
will be published Open Access. All material associated with that article will also be accessible
to all. Authors from non-subscribing institutions can choose to make their article Open
Access, and this in turn incurs a charge of £1500/$2800/€2250. If authors choose not to pay
the fee the article will remain under subscription access for one year, and during that time will
only be accessible to those with a personal or institutional subscription or on a pay per view
basis. After that time all online articles are freely accessible to all. Authors will be offered the
Open Access option when their paper is accepted; For more information click here.

Back to Contents

PROOFS

Proofs will be sent electronically to the corresponding author as a .PDF file and will include
illustrations set in the appropriate place in the type. The author should make a print copy and
add any necessary typographical corrections before returning the corrected proofs by fax to
Oxford University Press (+44 (0) 1865 355817) or e-mail (exbotj@oxfordjournals.org) within
three days of receipt; otherwise the Editor reserves the right to correct the proofs and to send
the material for publication. This is essential if all the material in a given issue is not to be
delayed by the late receipt of one corrected proof. Back to Contents
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OFFPRINTS AND UNIQUE URL

On publication of an article, corresponding authors will receive free of charge 25 reprints and
a unique URL that gives access to both PDF and HTML versions of the paper. The free URL
link may be mounted on the authors’ home page or institutional web site. This URL links
visitors to the JXB site and the complete version of the paper online with all functionality; it is
accessible regardless of subscription status. Additional offprints may be purchased if required.
Order forms are sent out with the proofs. Late orders submitted after the Journal has gone to
press are subject to a 100% surcharge (to cover the additional printing cost).

Please note that orders from the UK will be subject to a 17.5% VAT charge. For orders
from elsewhere in the EU you or your institution should account for VAT by way of a reverse

charge. Please provide us with your or your institution’s VAT number.
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LICENCE TO PUBLISH

It is a condition of publication in the Journal that authors grant an exclusive licence to the
Society for Experimental Biology. This ensures that requests from third parties to reproduce
articles are handled efficiently and consistently and will also allow the article to be as widely
disseminated as possible. In assigning the licence, authors may use their own material in other
publications provided that the Journal is acknowledged as the original place of publication,
and Oxford University Press, on behalf of the SEB, is notified in writing and in advance.
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For information about this journal's policy, please visit our Author Self-Archiving policy
page.

DISTRIBUTION OF MATERIALS

All authors publishing work in the JXB are expected to make novel materials used and
described in the paper available for non-commercial research purposes. A statement
concerning the availability, or restrictions on availability, should be included in the Materials
and methods section of the paper. Whilst the JXB acknowledges that some materials such as
enzymes, natural products, and antibodies require substantial effort to isolate, and that
supplies may be limited, authors should be aware that it is up to the referees and editors to
decide if stated restrictions on availability are reasonable.
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any of your co-authors if it was to emerge after publication and you had not declared it?
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