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1. APRESENTACAO

Como a maioria dos organismos vivos, as plantas estdo expostas a uma série de fatores
abiodticos como temperatura, agua, luminosidade e disponibilidade de nutrientes. Além disso,
elas também tém que interagir com varios estresses bidticos como herbivoros ou patdgenos,
que em ataques severos reduzem a produtividade causando sérios prejuizos a economia. Por
este motivo, os efeitos do estresse bidtico em plantas no estagio reprodutivo sdo bem
documentados, sendo ainda poucos os trabalhos que atestem esses efeitos na fase vegetativa
(SCHMIDT, 2009; MULLER et al., 2009).

Uma grande quantidade de informacgdes estd disponivel sobre os genes e as rotas de
sinalizacdo envolvidas nas respostas das plantas quando submetidas a situagdes de estresse
(TURNER et al., 2002; FUJITA et al., 2006). Alteracdes no metabolismo primario, na sintese
de compostos relacionados a defesa, e na regulagdo da expressdo de genes que coordenam o
processo fotossintético tém sido estudadas em plantas como Arabidopsis thaliana e Nicotiana
attenuata (WIESE et al., 2007).

Para combater os efeitos do estresse bidtico, as plantas desenvolveram sofisticados
mecanismos de defesa. Durante o estresse bidtico ocorre a ativacdo de um estado de defesa
que pode levar a uma resisténcia adquirida da planta ao estresse. Essa resisténcia adquirida
espalha-se sistemicamente por toda a planta, sinalizando respostas ao estresse em outros
orgaos (SLAUGHTER et al., 2011). Culturas como tabaco, algoddo e tomate apresentam
respostas como sintese de metabolitos secundarios, emissao de substancias alelopaticas ou
producdo de nectarios extraflorais, contra o a ataque de organismos (ALBORN et al., 1996;
WACKERS, 2001; HIRAYAMA & SHINOZAKI, 2010).

A contaminagdo bioldgica é o processo de introdugdo e adaptagdo de espécies que ndo
fazem parte naturalmente de um determinado ecossistema e que, ao longo do tempo,
naturalizam-se, alterando a funcdo e o equilibrio do ambiente (SANTANA & ENCINAS,
2008). Ao contrario de problemas ambientais que amenizam ao longo do tempo, a introducgao
de espécies pode causar problemas a longo prazo, como a chegada de pragas e doencas que
causam desequilibrios no funcionamento do ecossistema (WESTBROOKS, 1998).

A palma forrageira ¢ uma importante cultura nas regides semi-aridas do Nordeste do
Brasil (SANTOS et al., 2001). Foi introduzida no Brasil no século XIX para producdo de
carmim, um corante natural de alto valor de mercado, produzido por uma espécie de

cochonilha, também introduzida, conhecida como cochonilha-do-carmim Dactylopius



10

opuntiae (Hemiptera). Os danos causados pela cochonilha sdo tdo expressivos que em certas
regides ndo se encontra mais palma forrageira (CAVALCANTI et al., 2001). Além disso, os
danos da cochonilha j& podem ser observados em espécies nativas da Caatinga, como Cereus
jamacaru, Melocactus zenhtiner, Tacinga inamoema, Tacinga palmadora, entre outras
cactaceas e bromelidceas (CHIACCHIO, 2008).

Em funcdo da relevancia desta praga para a cultura da palma forrageira no semi-arido,
pesquisas multidisciplinares vém sendo desenvolvidas a fim de manter a populacdo do inseto-
praga em niveis abaixo da densidade em que acarreta danos a produgdo agropecudria € ao
meio ambiente. Nas ultimas décadas, muitos trabalhos abordando aspectos fisiologicos da
palma forrageira tém sido realizados. No entanto, o foco de tais publicagdes recai sobre
efeitos do estresse abidtico, como elevacdo de concentragdao de CO,, déficit hidrico ¢ altas
temperaturas entre outros (ISRAEL & NOBEL, 1994, DRENNAN & NOBEL, 1998;
HERRERA, 2009). Os efeitos do ataque da cochonilha-do-carmim na fisiologia da palma
forrageira ainda sdo desconhecidos.

Deste modo, o presente trabalho pretende produzir novos conhecimentos acerca da agdo
do estresse bidtico causado pela cochonilha-do-carmim sobre a fisiologia de gendtipos de

palma forrageira com diferentes niveis de resisténcia a praga.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Palma Forrageira

A palma forrageira ¢ uma cactacea originaria do México, e atualmente difundida por todo
o mundo (SILVA et al., 2008). Sua chegada ao Brasil remonta ao século XIX, tendo sido
introduzida para a produgio de carmim de cochonilha (SIMOES et al., 2005).

A palma, taxonomicamente, pertence a familia Cactaceae, subfamilia Opuntioidae, tribo
Opuntiae, género Opuntia e possui varios subgéneros, entre eles Opuntia e Nopalea,
representadas por espécies como: Opuntia ficus-indica Mill e Nopalea cocchenillifera Salm-
Dyck (LOPEZ, et al, 1988). Uma classificagio mais recente ¢ relatada por Scheinvar (2001),
que afirmou que ha quase 300 espécies do género Opuntia, distribuidas desde o Canada até a
Patagonia, no Chile e na Argentina.

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse econdmico na cultura da palma
forrageira em diversos sistemas agricolas do mundo, principalmente nas zonas aridas e semi-
aridas. No Nordeste brasileiro, a palma apresenta-se como importante fator da cadeia
agroindustrial, promovendo emprego e renda e compondo a cadeia alimentar da regido, pelo
que representa o leite e seus derivados, tanto social como nutricionalmente (SEBRAE, 1999).
Estima-se que o nordeste possua cerca de 500.000 hectares cultivados com palma forrageira,
com pelo menos 100.000 hectares distribuidos em Pernambuco (SANTOS et al., 2001).

Em Pernambuco, a pecudria ¢ uma das principais alternativas econdmicas, principalmente
nas zonas semi-aridas, representadas pelas mesorregides do Agreste e Sertdo
(ALBUQUERQUE & SANTOS, 2005). A palma forrageira, especialmente as variedades
Opuntia ficus-indica Mill e Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, conhecidas respectivamente
por palma Gigante ou Clone IPA 20 e Miuda ou Doce, constitui um dos suportes basicos a
subsisténcia dos rebanhos. Esta importancia baseia-se no eficiente uso da agua, na
adaptabilidade a solos pouco férteis, na sua alta produtividade e palatabilidade e sua excelente

qualidade nutricional (BARBERA et al., 2001).

2.2 Cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae)

Virios sdo os fatores que limitam a produtividade da palma. Dentre eles, encontra-se a
ocorréncia de pragas e doencgas. Entre as pragas, destaca-se a cochonilha-do-carmim
Dactylopius sp., conhecida vulgarmente como “cochonilha de sangue”, principalmente nos

Estados de Pernambuco e Paraiba (SANTOS & SANTOS, 2006).
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As cochonilhas do género Dactylopius sdo pequenos insetos parasitos e fitofagos, que
vivem como hospedeiros especificos das espécies de cactaceas, preferencialmente a O. ficus-
indica (FLORES & TEKELENBURG, 2001). Apresentam-se formando coldnias cobertas por
uma camada de cera branca flocada, que abriga as formas bioldgicas do inseto.

As fémeas adultas sdo sedentdrias, apteras, de aspecto ovalado, medindo cerca de 2,81
mm de comprimento por 1,87 mm de largura, de coloragdo marrom avermelhada em virtude
da grande quantidade de acido carminico, corante vermelho natural de alta qualidade para o
homem. Os machos adultos sdo totalmente diferentes das fémeas; alados, medindo cerca de
2,2 a 4,8mm de comprimento e 1,3 a 1,5 mm de largura, semelhantes a pequenos dipteros
com asas longas e delicadas. Nao possuem aparelho bucal e vivem até 4 dias, quando podem
fecundar véarias fémeas (LONGO & RAPISARDA, 2001).

Segundo observacdes de Warumby et al. (1998), o ciclo de vida de Dactylopius sp., em
condicdes de laboratério em Pernambuco, ¢ de 35 dias no periodo de verdo e de 45 dias nas
épocas mais frias do ano. O periodo de oviposi¢do dura cerca de 15 dias e a duragdo das
formas migrantes ou ninfas de primeiro instar ¢ de 24 horas, periodo que corresponde a
disseminagdo da praga no campo.

Seus danos caracterizam-se pela rapida disseminacao das formas jovens nas plantas sadias
que, mediante mecanismos de succdo, inoculam toxinas causando amarelecimento das
raquetes (clorose), apodrecimento, tombamento ¢ morte das plantas. E comum observar-se a
associagdo com agentes patogénicos (fungos e bactérias), que agem sinergicamente com a
praga, ocasionando podriddoes. Conforme Cavalcanti et al. (2001), em ataques mais severos e,
se ndo forem adotadas medidas de controle, pode ocorrer rapidamente a morte das plantas e,

consequentemente, a destrui¢ao do area cultivada.

2.3 Ecofisiologia da Palma Forrageira

A fisiologia da palma forrageira enquadra-se no processo fotossintético das plantas CAM
(do inglés Crassulacean Acid Metabolism, Metabolismo Acido das Crassulaceas),
caracterizado pela abertura dos estomatos a noite, para a captagdo de CO,, devido ao menor
déficit de pressao de vapor (DPV), e o seu fechamento durante o dia, com o aumento da
temperatura, para hidratagao dos tecidos, ao contrario do que ocorre com plantas C3 e C4 que
abrem seus estomatos para captacdo de CO; na presenga de luz (CHIACCHIO & SANTOS,
2006).

O metabolismo CAM ¢ um exemplo contundente de evolugdo convergente, que promove

incremento na eficiéncia do uso da dgua por permitir que parte ou a totalidade da captacdo de
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CO; seja realizada a noite (BORLAND et al., 2011). Pelo menos 343 géneros em 35 familias
(6% das plantas superiores) possuem esse tipo de metabolismo fotossintético (SILVERA et
al., 2010).

Durante o periodo noturno, com a abertura dos estdomatos, o CO; ¢ fixado pela enzima
Fosfoenolpiruvato Carboxilase (PEPC), formando oxaloacetato que ¢ rapidamente convertido
a malato e estocado no vactiolo ao longo da noite. Durante o dia, o malato ¢ descarboxilado e
0 CO; liberado ¢ introduzido pela Rubisco no Ciclo de Calvin (NOBEL, 1996).

A separagao temporal da carboxilacao dos ciclos Cs e C4, que define o metabolismo CAM,
promove plasticidade por otimizar o ganho de carbono e o uso da 4gua em resposta a
mudangas nas condi¢gdes ambientais, extendendo ou encurtando o periodo de captacao do CO,
ao longo do dia (DODD et al., 2002). A plasticidade do metabolismo CAM abre novas
oportunidades para diversificagcdo e especiagao em plantas de regides aridas e semi-aridas, ou
em microclimas caracterizados pela disponibilidade irregular de d4gua (SILVERA et al, 2005).

Segundo modelos climaticos, que mostram um aumento na freqiiéncia de secas nas
proximas décadas, as plantas CAM como a palma forrageira, podem ter um papel importante
no seqliestro de carbono e sustentabilidade da producao de biomassa (DAVIES et al., 2011).

A palma forrageira contém uma média de 90% de agua, variando entre 76% em periodos
secos € 95% nos periodos chuvosos (SANTOS et al., 2005). Diferentemente das plantas C3 e
C4, que utilizam cerca de 1000 Kg e 500 Kg de agua, respectivamente, para cada quilo de
matéria seca formada, a palma chega a utilizar 50 Kg de agua para cada quilo de matéria seca
(ALVES et al., 2007). Esse eficiente uso da agua se deve a quantidade relativa de transpiragao
diaria, que em plantas C4 ¢ cerca de 2,9 vezes maior de que na palma, e cerca de 4,7 vezes em
plantas C3. Dessa forma, a conservacao da dgua pelo intercdmbio gasoso na palma forrageira,
mais a utilizacdo da dgua armazenada nos cladddios suculentos, permitem a abertura noturna
dos estomatos e a captacdo de CO, por um periodo mais prolongado em condi¢des de seca
(NOBEL, 2001).

A epiderme da palma forrageira ¢ coberta por uma cuticula cerosa com espessura entre
10p e 50p (PIMIENTA et al., 1992). Devido a esta grossa cuticula, a palma forrageira ¢ mais
impermeavel a dgua e, consequentemente, ¢ mais resistente a seca. De fato algumas espécies
de Opuntia podem reter 4gua para suportar até trés anos de seca (GIBSON & NOBEL, 1986).

A composi¢do quimica da palma ¢ variavel conforme as diferengas existentes entre as
espécies ou variedades e a fatores como precipitacdo, idade da planta, ordem dos articulos e
tratos culturais (FERREIRA et al., 2003). Possui valores proximos aos das silagens de milho e

sorgo, em relagdo a (NDT) Nutrientes Digestivos Totais (FARIAS et al., 1984). Os niveis de
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carboidratos soluveis sdo considerados altos, chegando a alcangar 58% na palma miuda e 29%
na palma gigante (SANTOS et al., 1997). Os teores de proteinas e fibras sdo baixas em
relacdo as necessidades dos animais, no entanto, seu teor de minerais ¢ elevado. A palma
possui ainda alta taxa de digestdo ruminal, promovendo maior taxa de passagem no ramen,

devido a rapida e extensa de degradagdo de sua matéria seca (BISPO et al., 2007).

2.4 Estresse Biotico

Por serem organismos sésseis, as plantas estdo constantemente submetidas ao ataque por
agentes bidticos, sejam eles herbivoros e/ou patogenos, que causam grandes impactos
econdmicos e ecoldgicos (PIMENTEL, 2002). Durante a fase vegetativa, muito do carbono
fixado pela planta ¢ investido na produgdo de metabdlitos primarios, alocados principalmente
no incremento da biomassa, especialmente da raiz e folhas, e posteriormente ¢ utilizado na
producdo de frutos e sementes na fase generativa (SCHIMDT et al., 2009).

Quando as plantas estdo submetidas a estresse bidtico, pode ocorrer um investimento
maior de carbono na producdo de metabolitos secundarios relacionados a defesa, como
compostos fenolicos ou terpendides. Os efeitos do estresse biotico vém sendo amplamente
estudados em plantas de interesse agroindustrial como algodao e tabaco. No entanto, o foco
desses trabalhos ¢ relacionado a aspectos ecologicos e a mecanismos de defesa, sendo ainda
pouco estudados os efeitos do estresse no crescimento vegetativo da planta ao longo do ataque
(ROSE et al, 2006; PLUSKOTA et al., 2007; STEPPHUN et al., 2008).

Durante o estresse, a planta deve balancear os custos relacionados a mecanismos de defesa
e a manutencao celular, crescimento e reproducdao (ZANGERL & BERENBAUM, 2003). Na
presenga do fator de estresse, uma cadeia de respostas ¢ iniciada e ocorrem reprogramacdes
génica, hormonal e quimica, relacionadas a prote¢do da planta contra o ataque. Esse ajuste
metabolico muitas vezes esta associado a perda de performance e produtividade (ZAVALA &
BALDWIN, 2004).

Além da realocagdo de recursos para processos de defesa, ¢ observada diminuicdo da
capacidade fotossintética nos tecidos foliares remanescentes, o que representa um ‘“custo
oculto” dos mecanismos de defesa (BILGIN et al., 2008; NABITY et al., 2009).

A relacdo entre queda na atividade fotossintética e estresse bidtico estd documentada em
varios trabalhos (MACEDO et al., 2003; MAJOR & CONSTABEL, 2006; BOZSO et al.,
2009). Analisando o transcriptoma da planta durante o ataque por agente bidtico, verifica-se
uma sub-expressao de genes relacionados a fotossintese, como por exemplo, o silenciamento

de genes que codificam proteinas centrais do processo fotossintético, a ribulose-1,5-bifosfato



15

carboxilase/oxigenase (Rubisco) e Rubisco ativase, em Nicotiana attenuata durante ataque

por herbivoro (GIRI et al., 2006).

2.5 Variedades Resistentes

Nas ultimas décadas, O Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) vem trabalhando no
melhoramento genético e utilizagdo de clones resistentes como forma de controle de
Dactylopius sp. (ALBUQUERQUE & SANTOS, 2005). Atualmente o IPA conta com um
banco de germoplasma com cerca de 438 clones de palma forrageira testados em competicao
em campo para maior produtividade e resisténcia a Dactylopius sp. Cinco clones mostraram-
se altamente resistentes ao inseto: Miuda ou Doce, F-13, F-15, F-16 e Orelha de Elefante
(SANTOS et al., 2006). Resultados semelhantes para “Miuda” foram observados por
Gongalves Neto et al. (2005), Falcao et al. (2006), Batista (2007) e Lopes (2007).

Estudos de resisténcia também foram realizados em plantas micropropagadas, assim como
de sobrevivéncia e desenvolvimento de Dactylopius sp. em condi¢des de laboratorio por Silva
et al.(2007a). Os clones utilizados neste trabalho foram: Gigante, Mitida, Orelha de Elefante
Mexicana, F-263 e Algerian. Nao houve estabelecimento do inseto nos clones “Miuda” e
“Orelha de Elefante Mexicana”. Esses resultados foram repassados para produtores rurais de
Pernambuco na forma de 33 Unidades Demonstrativas de 1000m?. Em nenhuma das unidades

ocorreu o estabelecimento e desenvolvimento da praga (SILVA et al., 2007b).

2.6 Biologia Molecular

O conjunto de RNAs que codificam informagdes expressas pela célula em um
determinado momento ¢ chamado de transcriptoma (NAKANISHI & NUREKI, 2005).

Com o advento da Reagdo em Cadeia de Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR),
uma maior gama de genes pode ser estudada de uma unica vez, facilitando o trabalho e
possibilitando estudos de gendmica mais completos. Dentre tais estudos, a identificagdo de
genes diferencialmente expressos apresenta-se como um método relevante, ainda que
presumivel, de conhecer a funcdo génica e os mecanismos moleculares relacionados a
tolerancia de plantas hospedeiras. Neste contexto, a técnica de Differential Display Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction - DDRT-PCR (LIANG & PARDEE, 1992) ¢ uma
eficiente ferramenta de andlise de expressdo génica, apresentando vantagens sobre o
“Northern blotting”, tanto em sensibilidade como em numero de ensaios, além de ser de facil
implementagao ¢ de menor custo (WILKINSON et al., 1995; BINNECK, 2004). Estudos de

expressdo génica usando a técnica DDRT-PCR em palma forrageira foram realizados por
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Pereira et al. (2008), onde cladodios da variedade IPA-Sertania (IPA 200174), provenientes
de cultura in vitro, foram infestadas por ninfas de Dactylopius sp. Aproximadamente 30
sequéncias foram identificadas como diferencialmente expressas, as quais foram relacionadas
a processos como morte celular programada, resposta de hipersensibilidade e transdugao de

sinal, entre outras.
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RESUMO

Trés cultivares de Opuntia ficus-indica (L.) Miller com diferentes niveis de tolerancia a
cochonilha carmim, IPA-20 (Clone IPA - suscetivel), F-08 (tolerante) e Orelha de Elefante
Mexicana (OEM - resistente), foram cultivadas em condi¢des de campo e avaliados quanto as
suas respostas fisiologicas em condigdes sem infestacdo, ifestacdo moderada e infestagdo
severas. Analises da cera epicuticular, agucares soliveis, aminoécidos livres, proteina total,
conteudo de clorofila, acidez noturna, atividade de PEP carboxilase e produ¢do de biomassa
foram realizadas. A cultivar IPA teve um contetido de cera 50% maior do que os outros, sem
diferencas observadas entre as amostras em campo infestado e sem infestacdo. OEM teve o
maior teor de aglicares soluveis quando comparado com as demais cultivares. A atividade da
PEP carboxilase e o acimulo de 4cidos organicos foram menores em [PA em campo infestado
e sem infestacdo. Os resultados sugerem que a cultivar resistente OEM apresenta uma
resposta de defesa contra stress bidtico, o que resulta em diminui¢do de 50% da produc¢do de
biomassa em comparacao com F-08. A atividade de PEP carboxilase foi diretamente afetada

pela infestagdo na cultivar IPA, o que reflete na menor producao de biomassa.

Palavras chaves: CAM, Estresse bidtico, Palma Forrageira, Semi-Arido.
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INTRODUCAO

Organismos vegetais estdo constantemente expostos ao ataque de insetos e patdgenos. Por
serem organismos sésseis, as plantas desenvolveram ao longo de sua evolugdo mecanismos de
defesa para enfrentar o estresse biodtico, seja alterando a composicao e propriedades de parede
celular, ou mesmo alterando seu metabolismo primario e secundario (Hopkins & Huner,
2004). Deste modo as plantas devem balancear os investimentos dos recursos entre defesas
quimicas e manutencao dos processos essenciais ao desenvolvimento e reproducao (Berger et
al., 2007). Duas estratégias de interacao entre plantas e agentes bioticos sao possiveis:
tolerancia e resisténcia (Oliver et al., 2009). Plantas resistentes apresentam mais fortemente
uma relagao de interagado tipo predador-presa e tendem a minimizar os danos causados pelo
inseto ou patogeno ao custo da perda de desempenho pelo investimento em defesas fisicas,
como tricomas, e defesas quimicas. Ja as interagdes em plantas tolerantes sao mutualisticas,
em que nao ha perda de performance da planta nem do agente bidtico, possivelmente por um
crescimento compensatorio de tecidos ou aumento na atividade fotossintética e biossintese de
metabolitos (Leimu & Koricheva, 2006). Além de conseqiiéncias econdmicas, em culturas
largamente exploradas, o ataque de agentes biodticos pode ser encarado como um problema
ecologico, principalmente no caso de espécies introduzidas.

A palma forrageira Opuntia ficus-indica ¢ uma planta originaria do México, pertencente a
familia Cactaceae e foi introduzida no nordeste brasileiro no século XIX (Simdes et al., 2005).
Altamente adaptada as condi¢des edafoclimaticas da Caatinga, que apresenta pluviosidade
média de 240-900 mm anual, esta espécie desempenha papel de destaque na cadeia
agroindustrial do semi-arido brasileiro, pois ¢ o suporte basico dos rebanhos leiteiros da
regido (Albuquerque & Santos, 2005). A partir da ultima década, a palma forrageira vem

sendo submetida a um ataque severo da cochonilha-do-carmim Dactylopius opuntiae
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(Hemiptera), um inseto que também foi introduzido no Brasil, a principio para producao de
corante carmim. Além disso, devido as altas taxas populacionais da cochonilha, espécies
nativas de cactaceas e bromeliaceas estdo sendo atacadas pelo inseto, o que pode, a longo
prazo, ocasionar perda de biodiversidade (Chiacchio, 2008). Uma alternativa para a utilizacdo
de defensivos quimicos no combate a praga ¢ a utilizacao de cultivares de palma resistentes e
tolerantes (Silva et al., 2007).

Atualmente vérias cultivares de palma forrageira, testados em competi¢do de campo para
maior produtividade e resisténcia, estdo sendo utilizados para o combate a cochonilha com o
intuito de manter a populacdo do inseto em niveis que ndo causem prejuizos as plantagdes
tanto de palma, como as espécies nativas. No entanto ainda sdo escassas informacdes de como
a cochonilha afeta a fisiologia da palma forrageira, e quais as modificagcdes ocorrentes no
metabolismo da planta para suportar o impacto causado pela infestagao.

As tecnologias gendmicas tém promovido o entendimento de varias rotas metabolicas e de
localizagao cromossomal de genes de interesse e sua historia evolutiva, no que diz respeito a
interagdes inseto-planta (Oktem et al., 2008). Neste contexto, a gendmica funcional, através
da transcriptomica, protedmica € metabolomica, tem auxiliado na determinacaoda fungao
biologica desses genes e de seus produtos (Holtorf et al., 2002). Fungdes metabdlicas e
morfogenéticas especificas de genes podem ser avaliadas pela comparacao do perfil de RNA
mensageiro de diferentes gendtipos, tecidos, estagios de desenvolvimento, crescimento e
condi¢gdes ambientais. Além disso, a expressao de genes sob condicdes especificas permite a
comparacao de seqiiencias promotoras e regulatérias dos processos de resposta ao estimulo
(Khun, 2001).

Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo analisar aspectos fisiologicos de

cultivares de palma forrageira sob condi¢gdes de campo, com diferentes niveis de infestacao
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por cochonilha-do-carmim. Para isso foram avaliados varidveis do metabolismo primadrio e

fotossintético, e tracado o perfil de expressdao génica desses cultuvares ao longo da infestagao.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e condi¢6es de crescimento

O experimento foi conduzido no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), localizado
no Municipio de Arcoverde (8° 25" 15" S, 37° 3" 41" W), na safra 2010-2011. Foram
utilizados trés cultivars de palma forrageira, selecionados de acordo com seu nivel de
resisténcia a cochonilha-do-carmim (Figura 01): IPA Clone-20 (IPA - susceptivel), F-08 (F-
08 - tolerante) e Orelha de Elefante Mexicana (OEM - resistente). O campo foi implantado no
més de Abril de 2010 e foram realizadas trés coletas, uma em Setembro de 2010 quando o
campo nao apresentava infestacao por cochonilha, uma em Novembro de 2010 quando o
campo apresentava infestagdo moderada e outra em Margo de 2011 com o campo altamente
infestado. Considerou-se o nivel de infestacdo do campo de acordo com a infestagdo do
genotipo susceptivel IPA Clone-20. Quando IPA Clone-20 apresentava até 50% da area do
cladodio infestada considerou-se o campo como moderadamente infestado, e com mais de
50% de area infestada, campo altamente infestado. Durante o periodo do experimento a
temperatura média do municipio de Arcoverde foi de 25°C e a pluviosidade total durante a

safra abril 2010 a junho 2011 foi 1195 mm (Tabela 1).

Teor de cera epicuticular
Para a analise de teor de cera foram coletados dez cladodios secundarios intactos de cada
genotipo e sem infestagao por cochonilha. Os cladddios foram cuidadosamente embalados em

papel e levados ao laboratorio para a remogao e quantificacdo de cera. O método utilizado foi
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o de Oliveira et al. (2003), utilizando trés extragdes sucessivas de 30 segundos com
diclorometano. O teor de cera foi calculado pela razao entre a quantidade de cera em
microgramas pela area do cladédio em cm?, obtida pela formula AC = LC x CC x 0,632, onde
AC ¢ éarea do cladodio, LC o comprimento do cladddio e CC o comprimento do cladédio

segundo Cortazar & Nobel (1991).

Conteudo de acucares sollveis, aminoacidos livres totais, proteinas totais, pigmentos
fotossintéticos e produtividade

Amostras de tecido do clorénquima de cinco cladddios secundérios foram coletadas as 15
h, acondicionados em papel aluminio, congeladas em N, liquido e armazenadas em freezer a -
20°C. A determinagao do teor de carboidratos soltiveis totais foi de acordo com Dubois et al.
(1956). O teor de aminoacidos foi segundo Moore & Stein (1948) utilizando o método da
ninhidrina. As proteinas soluveis foram analisadas segundo Bradford (1976) utilizando BSA
(albumina de soro bovina) como padrao. Para a avaliagdo do conteudo de pigmentos
fotossintetizantes, foi usado o método de Lichthenthaler (1987). A produtividade das
cultivares foi realizada apds um ano do plantio e os dados expressos em toneladas de matéria

verde e seca por hectare.

Acidez Noturna Titulavel

Amostras foram coletadas de cinco cladddios secundarios as 17 h (um pouco antes do por
do sol) e as 04 h (antes do nascer do sol), congeladas N, liquido e armazenadas em freezer a -
20°C. As amostras foram homogeneizadas em 10 mL de 4gua deionizada e tituladas com
0,01N de NaOH até pH 7,4. O acumulo de 4cidos foi determinado pela formula: AH" = H nojte

— H Manna, segundo Weiss et al. (2010).
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Atividade de PEP Carboxilase

Amostras de tecido do clorénquima foram coletadas de cinco cladoédios secundarios as 22h,
congelados em N, liquido e armazenadas em freezer a -20°C. Foram realizadas duas coletas:
uma em Setembro de 2010, com campo sem infesta¢do, e outra em Marco de 2011, com
campo apresentando alta infestacdo. A extracdo da PEP Carboxilase seguiu o método de
Abdel-Latif (2008). Aproximadamente 200 mg de material foi macerado em almofariz
congelado em solugdo de extragdo [ 0.1M Tris-HCI (pH 7.8), 0.5mM EDTA, ImM Mg,SO4 e
ImM DTE (preparado na hora)], contendo uma pitada rasa de polivinil pilorridona (PVP)
num. Apos centrifugado por 30 minutos a 20.000 g a 4°C, o sobrenadante foi resgatadopara
analise da atividade enzimatica. A atividade de PEP Carboxilase foi determinada em
espectrofotometro segundo o método de Blanke et al. (1986), através oxidacdo do NADH na
presenca da enzima Malato Desidrogenase (MDH) a 340nm. A solugdo da reacao foi
composta por 50mM de tampao Tricine (pH 8,8), 10 units of MDH, 0,1mM NADH, 2,5mM
Mg,SO4 e SmM de NaHCO; num volume total de ImL. A reagdo foi iniciada pela adigdo de

2,2 mM de fosfoenolpiruvato e a taxa de oxidacdo do NADH medida por 1 minuto.

Anélise Molecular

Aproximadamente 500 mg de tecido do clorénquima de cladodios secundarios de cada
genotipo foram coletados trés meses apos a infestagdo com a cochonilha-do-carmim,
macerados em N liquido e utilizados para extragao do RNA total através do kit “PureLink
Micro-to-Midi Total RNA Purification System” (Invitrogen). O RNA foi convertido em cDNA
usando o kit “Superscript 11l First-Strand Synthesis for RT-PCR” (Invitrogen), com primer
randomico (A2). . O cDNA gerado foi utilizado na reagao de amplificagdo (PCR) utilizando o
primer A2B2. Os produtos amplificados pela reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose a 1,8%, usando como padrao de peso molecular 1 Kb DNA Ladder
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(Promega). O produto da PCR diferencialmente expresso (de interesse) foi isolado, purificado
com o Kit “GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare, USA) e inserido no
vetor pGEM, através do Kit “pGEM-T Easy vector System I”” (Promega), como recomendado
pelo fabricante. A transformacao foi realizada em MAX Efficiency® DH10B™ Competent
Cells — Invitrogen), por Choque Térmico. Apds a multiplicacdo dos clones positivos, foi
realizada a selecdo das coldnias recombinantes a partir da diferencia¢do de sua cor na
presenca do IPTG (isopropyl thiogalactoside) e X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside). As colonias confirmadas como recombinantes foram inoculadas
individualmente em meio LB suplementado com ampicilina 1,2 % (100 mg/ L), incubadas a
37°C, 320 rpm, por 22 h. A cultura foi submetida a extracdo do DNA plasmidial (Miniprep)
através do método de lise alcalina (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/public).

A reacdo de sequenciamento foi usando 150 ng de DNA plasmidial, 0,7 uL de Big-dye
versao 3.1(Applied Biosystems), primer T7 (3,2 pmoles) e 2 uL de tampao de
seqlienciamento, completado para um volume final de 4gua estéril para 10 pL. A eletroforese
em capilar foi realizada em sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas (Phred > 20) foram analisados via BioEdit 7 (HALL, 1999).Apos a

retirado o segmento referente ao vetor (VecScreen: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen),

as sequencias foram alinhadas e montadas via Cap3 (referencia Cap3). Com o objetivo de
identificar proteinas similares ao fragmento sequenciado, as sequéncias de nucleotideos foram
confrontadas com as sequéncias do banco de proteinas nao redundantes (nr) do Centro
Nacional para Informac¢ao Biotecnoldgica (NCBI- National Center for Biotechnology
Information) utilizando a ferramenta BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A
sequéncia foi entdo traduzida no quadro de leitura indicado pelo BLASTx com o auxilio do
programa ORF-finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Tais polipeptidios

preditos foram, submetidos a ferramenta BLASTp, para a identificacao de proteinas
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homologas com fun¢do conhecida e, em paralelo, foi avaliada a integridade de seus dominios,

via ferramenta CD-search, vinculada ao algoritmo rpsBLAST.

Anélise Estatistica

O desenho experimental foi de blocos ao acaso, com 3 blocos contendo 16 repeti¢des de
cada genotipo. Os dados foram analisados utilizando uma ANOVA One-Way para cada data
de coleta, e as médias comparadas pelo teste de Student Newman-Keul's a 5% de

probabilidade pelo programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS

Cera epicuticular

No primeiro més de coleta, sem infestagao no campo, o genotipo IPA apresentou diferenca
significativa no teor de cera (p<0,05) em relagdao a F-08 e OEM, com 66% e 49% a mais de
cera que as anteriores respectivamente. No segundo més de coleta, em campo altamente
infestado, todas as cultivares diferiram significativamente entre si (p<0,05). O gendtipo IPA
novamente apresentou maior teor de cera, com 70% mais cera que F-08 e 32% mais que OEM

(Fig. 02).

Conteudo de agucares soltveis, aminoécidos livres totais, proteinas totais, pigmentos
fotossintéticos e produtividade.

No primeiro més de coleta, em campo sem infestacdo, a cultivar OEM apresentou 52% e
77% mais carboidratos que IPA e F-08 respectivamente (p<0,05) (Fig. 3A). No segundo més
de coleta, com o campo apresentando infestacao moderada, IPA ¢ OEM apresentaram teor de

carboidratos 42% e 54% maior que F-08, respectivamente (p<0,05). No terceiro més de
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coletas e sob infestagdo severa, todas as cultivares diferiram entre si (p<0,05), com OEM
apresentando maior teor de carboidratos.

A cultivar F-08 apresentou 132% e 84% mais aminoacidos (Fig. 3B) que IPA e OEM,
respectivamente, em campo sem infestagcdo (p<0,05). Em campo moderadamente infestado
nenhuma das cultivares diferiu significativamente entre si (p>0,05). No terceiro més, em
campo com infestacdo severa, a cultivar F-08 apresentou menor teor de aminoécidos, com
38% menos que IPA e 33% menos que OEM (p=<0,05).

No primeiro més de coleta (Fig. 3C), em campo sem infesta¢dao, IPA e OEM apresentaram
teor de proteinas soluveis 72% e 83% maior que F-08 respectivamente (p<0,05). No segundo
més de coleta, em campo moderadamente infestado, OEM apresentou 115% mais proteina
que F-08 (p<0,05). No mesmo periodo, IPA ndo diferiu significativamente de nenhum das
demais cultivares (p=>0,05). Em campo apresentando infestacdo severa, nenhuma das
cultivares diferiu significativamente entre si (p>0,05).

Quanto ao contetido de clorofila a (Fig. 4A) OEM apresentou valor 50% e 28% maior que
IPA e F-08 respectivamente, em campo sem infestagao (p<0,05). No segundo més de coleta,
com infestagdo moderada, IPA apresentou teor de clorofila a 31% maior que F-08 e 42%
maior que OEM (p<0,05). Em campo com infestacao severa, F-08 apresentou maior teor de
clorofila a, com 30% mais que OEM (p=<0,05). No mesmo periodo, IPA nao diferiu das
demais cultivares (p=>0,05). Nenhuma das cultivares diferiu entre si (p>0,05) no teor de
clorofila b no primeiro més de coletas, em campo sem infestagdo (Fig. 4B). No segundo més,
com infestagdo moderada, IPA apresentou 29 % e 45 % mais clorofila b que F-08 e OEM
respectivamente (p<0,05). Em campo altamente infestado, OEM apresentou valor 32% e 40%
maior que IPA e F-08 respectivamente (p<0,05).

Nao houve diferenca (p=>0,05) entre as cultivares em campo sem infestagao quanto ao

conteudo de carotenoides (Fig. 4C). Em campo com infestagao moderada, IPA diferiu de F-08
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e OEM (p=<0,05), apresentando contetido de carotendides 45% e 28% maior que as demais
respectivamente. No terceiro més, em campo altamente infestado, nenhuma das cultivares
diferiu significativamente entre si (p>0,05). A cultivar [PA diferiu das demais cultivares
apresentando 31% e 32% menos clorofilas totais que F-08 e OEM respectivamente (p<0,05)
(Fig. 4D). No segundo més, com infestacdo moderada, IPA apresentou contetido de clorofilas
totais 40% maior que F-08 e 38% maior que OEM (p=<0,05). No terceiro més de coletas, com
alta infesta¢do, ndo houve diferenca (p>0,05) entre as cultivares.

O genotipo F-08 apresentou a maior produtividade tanto em massa verde como em massa
seca e diferiu das demais cultivares. A produtividade em massa verde de F-08 foi maior 73%
e 121% que IPA e OEM respectivamente (Tabela 02). Em termos de massa seca a

produtividade de F-08 foi maior que a de IPA 108% e que a de OEM 90%.

Acidos Organicos e Atividade Enzimatica

Em campo sem infestacao (Fig. SA), IPA e OEM apresentaram acumulo de acidos
organicos 72% e 83% maior que F-08 respectivamente (p<0,05). Em condi¢do de infestagdo
severa, todas as cultivares diferiram significativamente entre si (p<0,05), com o contetudo de
OEM de acidos organicos 90% maior que IPA e 42% maior que F-08.

Em campo sem infestacdo (Fig. 5B), IPA apresentou uma atividade enzimatica 94% e
211% maior que F-08 e OEM respectivamente (p<0,05), coleta realizada durante a estagdao
seca (Tabela 1). No segundo més, com campo apresentando alta infestacdo, nao houve

diferenca significativa entre as cultivares (p>0,05), coleta realizada durante a estacdo chuvosa.
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Analise Molecular

Através do uso da técnica de DDRT-PCR foi possivel identificar um produto da PCR
diferencialmente expresso no genotipo F-08 (Fig. 06) que, apos clonagem e sequenciamento
da sequencia (cerca de 500pb), apresentou similaridade com proteinas hipotéticas de algumas
monocotiledoneas como milho, sorgo e arroz, além de uma “FK506-binding protein” de
Ricinus e milho - uma familia de proteinas que exibem atividade de prolil isomerase
relacionada em termos de funcdo com Ciclofilinas (Tabela 03). Através do ORF- finder foram
identificados duas regides codificantes para o frame +1 (Figura 07), ambas com similaridade
para as mesmas sequéncias nas interagdes através algoritimo BLASTp, alinhando em regides
distintas, separados por cerca de 30 amino4acidos.

As espécies obtidas com melhores alinhamentos no BLASTX, repetiram-se no BLASTp
como os melhores matches. Apesar de apresentarem similaridade com proteinas ja
identificadas em outras espécies, atraveés da ferramenta CD-search nao foi possivel determinar
dominios funcionais integros, ou mesmo trechos destes na sequéncia do pepitideo traduzido.
Aponta-se para o dominio “FKBP_C super family” como sendo o dominio funcional, pois
este estd presente nas sequéncias obtidas como melhores interacdes no BLASTp (Tabela 03),

bem como ¢ possivel identificar as regides de baixa complexidade presente nestas sequéncias.

DISCUSSAO

A cera epicuticular (CE) constitui a interface primdria entre a planta e o ambiente,
possuindo, desse modo, diversas funcgdes ecoldgicas (Eigenbrode, 2004). Apesar de sua
principal funcdo estar relacionada a redugao da perda de agua por evapotranspiracao, a
importancia da CE na interagdo inseto-planta ja foi observada (Cervantes et al., 2002). Os

resultados demonstram que as variedades tolerantes e resistentes de palma forrageira
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apresentam menor teor de cera. Resultados semelhantes foram encontrados por Rutledge et al.
(2003) em ervilha sob infesta¢do por afidios em condigdes xerofiticas. Outro fator € que
plantas com um menor teor de cera favorecem a mobilidade de inimigos naturais de insetos. E
comum encontrar em campo infestado inimigos naturais da cochonilha-do-carmim, em
especial Coleopteros como Zagreus bimaculosus e Coccidophilus citricola predando
principalmente as formas caminhantes da praga (Lima et al., 2011). Em analises realizadas em
laboratério Chang et al. (2006) e Gentry & Barbosa (2006) observaram um aumento na agao
de predadores de diferentes ordens (Neuroptera, Coleoptera e Hemiptera), sob insetos-praga
em plantas que apresentavam menor teor de cera. Apesar da presenca de predadores, a
utilizagdo do controle bioldgico da cochonilha ainda ndo ¢ eficiente, ja que ainda ndo foram
identificados predadores que se alimentem das coldnias adultas devido a dificuldade de
penetrar a cerosidade produzida pelo inseto. Segundo Znidar¢i¢ (2008) alguns fatores como a
preferéncia de insetos por folhas com maior ou menor teor de cera, ou a relagdo entre teor de
cera e inimigos naturais devem ser observados para determinar o papel da CE na resisténcia
da planta a infestagdo por insetos. Por outro lado, um menor teor de CE deixa a planta mais
vulneréavel a perda de 4gua, o que reduz a tolerancia ao déficit hidrico.

Herbivoria e ataque de patdégenos podem afetar o balanco de carbono das plantas. A
intensa reducdo da area foliar causada por herbivoros de Casearia nitida, aumentou a
concentracdo de carboidratos soluveis nas folhas restantes (Boege, 2005), sugerindo um
aumento da taxa fotossintética das folhas que permaneceram, compensando a menor area
fotossintetizante total. Por outro lado, o ataque de afidios em couve reduziu o contetudo foliar
de carboidratos em plantas sob intensa infestacao (Khattab, 2007). De fato, se observarmos os
valores de carboidratos nas cultivares de palma analisados no presente trabalho, verificamos
que nao houve uma alteragdo expressiva no balango de carbono na cultivar susceptivel IPA

(Fig. 3A). Resultados compativeis foram encontrados por Gomez et al. (2006) em algodao sob
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infestacdo por afidios. A diminui¢do do teor de carboidratos das cultivares tolerante (F-08) e
resistente (OEM) em campo moderadamente infestado e o subseqiiente aumento em campo
sob infestacdo severa pode estar relacionada as respostas de tolerancia e/ou resisténcia ao
estresse biotico. Carboidratos sdo precursores de metabolitos secundarios, como compostos
fenolicos que sdo os principais compostos que atuam em respostas de resisténcia. Segundo
Lattanzio (2009) compostos fendlicos podem ser acumulados na planta ou sintetizados de
novo em resposta ao estresse bidtico. E possivel que com o inicio da infestagao, F-08 em
menor quantidade, e OEM tenham realocado carboidratos para produgao de metabdlitos
secundarios e que com o estabelecimento da infestacdo na cultivar mais susceptivel, o balango
normal de carbono tenha se restabelecido. Como defesas quimicas sdo custosas para a planta,
j& que envolvem realocagdo de recursos, Purrington (2000) sugere que uma forma de diminuir
estes custos ¢ sintetizar compostos de defesa apenas apos algum dano inicial causado por
inseto ou patogeno. E provéavel que a cultivar tolerante F-08 apresente este comportamento,
visto que a infestagdo nao se desenvolve a ponto de causar prejuizos a planta, o que reflete na
sua produtividade média de 16,21 ton.MS.ha™'. Em contrapartida a cultivar resistente OEM
atinge produtividade média de 8,54 ton.MS.ha™, proximo dos 7,80 ton.MS.ha™' apresentados
por IPA, o que sugere um investimento constante desta cultivar em defesas quimicas.

Assim como o balanco de carbono, o contetido de nitrogénio estd intimamente relacionado
ao funcionamento de aparato fotossintético da planta. O nitrogénio foliar ¢ utilizado na
formac¢do dos aminoacidos, que se ligam originando proteinas soliveis como a Rubisco e
enzimas do ciclo de Calvin e da respiracao. Também ¢ importante componente da molécula
de clorofila na membrana dos tilacoides. Segundo Rai (2002) aminoacidos livres afetam o
transporte de ions através de membranas e a atividade de algumas enzimas, funcionam como
osmolitos e, como a prolina, eliminam espécies reativas de oxigénio. Além disso, sdo

precursores de metabdlitos secundarios relacionados a defesa, como alcalodides e
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aleloquimicos, o que pode explicar o aumento no teor de aminodcidos livres em OEM no
inicio da infestacdo do campo por cochonilha-do-carmim (Fig. 3B). Schmidt et al. (2009)
observaram um aumento no conteudo de nitrogénio foliar em algoddo exposto a uma pequena
quantidade de acaros. No entanto, em trabalhos posteriores, 0 mesmo autor ndo observou
diferen¢a no conteudo de nitrogénio em outras variedades de algodao infestadas com lagarta,
comportamento semelhante ao de [IPA, que manteve seus niveis de aminoacidos e proteinas
constantes. A acentuada reducdo no contetido de aminoécidos apresentada por F-08 esta de
acordo com resultados obtidos por Van Dam & Oomen (2008) em Brassica oleracea e
algoddo tratados com jasmonatos, substancias sinalizadoras de ataque bidtico. E importante
observar a diminui¢@o no teor de aminoacidos e aumento no teor de proteinas no genotipo F-
08, quando o campo apresentava alta infesta¢do, sugerindo um investimento na producdo de
proteinas possivelmente envolvidas na fotossintese, como a Rubisco, ou relacionadas a
patogénese como quitinases ou peroxidases (De Wit, 2007).

Alteragdes na biossintese de pigmentos nos cloroplastos € uma estratégia que permite a
adaptacao das plantas a diferentes condigdes ambientais, inclusive de estresse biotico (Wang
et al., 2004). O aumento no teor de pigmentos na cultivar IPA no inicio da infestacao por
cochonilha-do-carmim pode estar relacionado a uma reacao de resposta ao inseto. Em
condicoes de estresse bidtico a taxa de biossintese de clorofilas tende a aumentar, atuando
como uma rea¢ao de defesa nao-especifica ao ataque, conferindo certa resisténcia ao
organismo da planta (Vasil eva, 2003). No entanto, com o aumento da infestagdo ha a
degradacao dos pigmentos, possivelmente pela perda de area fotossintetizante da palma
resultante do estabelecimento e multiplicagdo das coldnias de cochonilha. E interessante notar
a diminuigdo no teor de clorofilas na cultivar resistente OEM. Por apresentar uma maior area
de cladddio, a degradacao de clorofila ao longo da infestagao sugere uma resposta

fotoprotetora, ja que menores teores de clorofila podem reduzir a absorcao de luz prevenindo
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os efeitos do estresse oxidativo e danos ao aparato fotossintético (Cao et al., 2006). Os
carotendides atuam principalmente como pigmentos fotoprotetores, prevenindo a formacao de
espécies reativas de oxigénio, tornando-se indispensaveis ao complexo antena (Standfuss et
al., 2005). Apesar disso, um aumento esperado no contetido de carotenodides nao foi
observado.

A PEP Carboxilase ¢ uma enzima chave no processo fotossintético da palma forrageira,
que apresenta metabolismo tipo CAM. Ela catalisa a f-carboxilagdo do fosfoenolpiruvato na
presenca de bicarbonato (HCOj3") para produgio de oxaloacetato e P;, utilizando Mg** como
co-fator (O’Leary et al., 2011). O oxaloacetato formado ¢ entdo rapidamente convertido em
malato e estocado no vactiolo, o que aumenta a acidez dos tecidos da planta durante a noite.
Durante o periodo luminoso, o malato ¢ descarboxilado e o CO, ¢ utilizado pela Rubisco no
Ciclo de Calvin para producao de triose fosfato. A regulagdo da atividade da PEP Carboxilase
¢ realizada em varios niveis, desde regulagdo alostérica a silenciamento da expressdao génica
(Bilgin et al., 2010). A reducao na atividade da PEP Carboxilase e, consequentemente, do
acumulo de 4cidos organicos na cultivar IPA em campo sob infestagdo por cochonilha pode
estar relacionado a uma redugdo da expressao de genes relacionados a fotossintese (Fig. 5B).
O ataque de insetos pode causar a reducao nos niveis de RNA mensageiros que codificam
para a Rubisco ou para os componentes do complexo antena dos fotossistemas (Montesano et
al., 2004; Zou et al., 2005). Como nao foi observada redu¢do na producao de carboidratos em
IPA, o que sugere normalidade na atividade da Rubisco, ¢ possivel que a regulacao da
expressao seja ao nivel dos fotossistemas, que apresentaram grande redugdo no teor de
clorofilas em campo altamente infestado.

A diminui¢do da atividade enzimatica também pode estar relacionada a perda da area
fotossintetizante da palma pelo estabelecimento e multiplicacao da cochonilha. Apesar de

apresentar uma atividade de PEP Carboxilase menor, OEM acumulou mais acidos organicos
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que IPA (Fig. 5A). Segundo Drennan & Nobel (2000) a PEP Carboxilase também pode atuar
refixando o CO, liberado no processo respiratorio na forma de malato. O malato tem sido
frequentemente relacionado como um importante substrato para a respira¢ao nas plantas, e
uma significativa fragdo do piruvato que entra no Ciclo dos Acidos Tricarboxilicos (TCA) é
proveniente das reacdes combinadas da PEP Carboxilase, MDH e Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo — Enzima Malica (NAD-ME). No entanto o piruvato proveniente da reacao da
piruvato quinase citosélica (PKc) ¢ o substrato mais importante no processo respiratorio,
tendo a PEP Carboxilase uma fung¢ao anaplerotica, para dar suporte a biossintese e
assimilacdo de nitrogénio, principalmente em condigdes de estresse (Plaxton & Podest’a,
2006; Sweetlove et al., 2010). Apesar dos dados obtidos, existe uma dificuldade em avaliar a
acdo da PEP Carboxilase, pois alteragdes na atividade da enzima pode ser resultado do
aumento ou reducdo da transcri¢do, traducao ou modificacdes pos-traducionais,
principalmente fosforilacdo, e de condi¢des ambientais (Doubnerova, 2011).

As ciclofilinas constituem uma familia de proteinas bastante abundante que, em plantas
superiores, executam diferentes tipos de processos fisiologicos, marcadamente relacionados a
respostas a diferentes fatores de estresse biodtico e abiotico (Opiyo & Moriyama, 2009). De
acordo com sua localizagdo subcelular, as ciclofilinas podem ser divididas em varios tipos,
como cloroplastidica, citoplasmatica e mitocondrial. Pelo menos cinco tipos de ciclofilinas
citoplasmaticas foram identificados em Arabidosis thaliana indicando que proteinas deste tipo
possuem fungdes ainda mais diversas em plantas do que previamente imaginado (Chou &
Gasser, 1997).

Resultados da analise molecular (DDRT-PCR) apontam para uma diferenga de expressao
de uma ciclofilina no genotipo tolerante a cochonilha (genotipo F-08). Estudos moleculares
com ciclofilinas em plantas indicam altera¢des no seu nivel de expressao apds algum tipo de

estresse. Godoy et al. (2000) verificaram a expressao de ciclofilinas em tomate em resposta a
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exposicao ao acido salicilico e infec¢do bacteriana. Resultados semelhantes foram
encontrados por Chen et al. (2007) trabalhando com indugao de expressao de ciclofilinas em
agrido (Lepidium sativum), ap0s exposicao por sal, acido abscisico (ABA), perdxido de
hidrogénio (H»O,), altas temperaturas e infec¢do por fungo. Um aumento na expressdo de
ciclofilinas também esta relacionado a liberag¢do do citocromo ¢, envolvido em processos de
morte celular programada, um tipo de resposta de hipersensibilidade causada pela interagao
planta-patogeno (Hatsugai et al., 2004). Como os gendtipos de palma analisados estavam
submetidos as mesmas condigdes abidticas, € possivel que a expressao da ciclofilina em F-08
possa ter relacdo com a infestag@o pela cochonilha. No entanto, ndo ¢ possivel afirmar com
precisdo que tipo de ciclofilina est4 sendo expressa, nem se ela tem relagdo direta com a
infestacdo sem uma analise mais pormenorizada. Apesar disso, novas analises envolvendo
Northern blotting ou PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) serdo realizados
futuramente, para confirmagao da expressao diferencial deste produto génico.

Os resultados sugerem que a cultivar resistente OEM apresenta um mecanismo de defesa
contra infestagdo por cochonilha-do-carmim eficiente, possivelmente investindo a maior parte
de seus recursos no metabolismo secundario em detrimento de sua produtividade que se
equiparou ao da cultivar susceptivel IPA. Com a perda de area fotossintetizante ou uma sub-
expressao de genes da fotossintese, a atividade de PEP Carboxilase foi diretamente afetada
pela infestagao em IPA, o que pode vir a reduzir a capacidade de carboxilagao pela Rubisco e
a produgao de 4cidos organicos através de uma retrorregulacdo do metabolismo. Apesar de
apresentar infestacao, F-08 manteve sua performance quanto a produgao de massa seca, uma
caracteristica de espécies tolerantes, investindo na produgao de proteinas, provavelmente
envolvidas na fotossintese. E possivel que a expressdo de proteinas da familia das ciclofilinas

seja induzida pela infestagdo da cochonilha em F-08.
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Tabela 01. Dados meteorolégicos do municipio de Arcoverde durante o periodo de coletas.

Epocas de colheita
Variaveis climéticas

Setembro/2010 Novembro/2010  Margo/2011

Pluviosidade (mm) 36,1 0 46,1
Temperatura Média (°C) 21,8 27,8 25,6
Umidade do ar (%) 75,5 42 62

Umidade do solo (%) 1,09 1,12 3,10

Tabela 02. Produtividade média dos genotipos de Opuntia ficus-indica. MV
(massa verde), MS (massa seca). Colheita realizada 14 meses apos o plantio no

municipio de Arcoverde.

Genotipos t.MV.ha! t.MS.ha™
IPA 112,41 b 7,80 b
F-08 194,87 a 16,21 a
OEM 88,22 b 8,54 b

M¢édias seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si no teste de
Student Newman-Keul's 5%.



49

Tabela 03. Resultados da interagdo via BLASTx e BLASTp, da sequencia isolada e
sequenciada de Opuntia ficus-indica, no banco de proteinas (nr) do NCBI, considerando-se,

. -05
no minimo, e-value <e™.

e-value

A . . Domini
Gces;o K Id Pos Gaps Frame Espécie Descricao Comlnlo d
ensan BLASTX/BLASTp onservado
uncharacterize
ACG34411 4,00E-12/ 4,00E-24 31/37 35/37 0/37 1 Zea mays d protein
Sorgum hypothetical FKBP C
EES10880 6,00E-12/5,00E-17 31/37 35/37 0/37 1 bicolor protein super family
unnamed
EEE61079 4,00E-07/3,00E-10  25/37 33/37 1/37 1 Oryza sativa protein product
Hordeum FKBP C
BAJ85650 4,00E-06/1,00E-10 24/37 32/37 1/37 1 vulgare predict protein  super family
Ricinus FK506-binding FKBP _C
EEF51514 4,00E-05/3,00E-06 21/38 33/38 1737 1 communis protein super family

FK506-binding -
ACG24189 5,00E-05/5,00-06  24/38 28/38  2/38 1 Zea mays protein
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Figura 01. Cultivares de Opuntia ficus-indica. IPA Clone-20, F-08 e Orelha de Elefante

Mexicana, respectivamente.

Figura 02. Teor de cera epicuticular nos genotipos de Opuntia ficus-indica. Barras + Erro
padrdo seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de Student Newman Keuls

(p<0,05), n=5

Figura 03. Teor de Actcares soliiveis, Aminoacidos e Proteinas dos genotipos de Opuntia
ficus-indica.Barras + Erro padrao seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de

Student Newman Keuls (p<0,05), n=5

Figura 04. Teor de pigmentos fotossintetizantes nos genotipos de Opuntia ficus-indica. Barras
+ Erro padrao seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si pelo teste de Student Newman

Keuls (p<0,05), n=5

Figura 05. Acimulo de acidez noturna e atividade de PEP Carboxilase nos genotipos de
Opuntia ficus-indica. Barras + Erro padrido seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si

pelo teste de Student Newman Keuls (p<0,05), n=5

Figura 06. Fotografia da eletroforese dos produtos da PCR obtidos dos cDNAs dos genotipos
IPA (T1); OEM (T2) e F-08 (T3) de Opuntia ficus-indica. O fragmento marcado em vermelho

foi o selecionado para seqiienciamento

Figura 07. Anéalise da ORF do segmento de 415 nucleotideos amplificado de Opuntia ficus-
indica. Os retangulos em azul correspondem a regido codificante no frame +1, separadas entre

si por 58 nucleotideos. Os nlimeros correspondem as posi¢des das bases
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CONCLUSOES

o A atividade de PEP Carboxilase ¢ diretamente afetada em IPA Clone-20, o que reflete
na redugdo de acimulo de acidos organicos e produtividade.

e A cultivar resistente Orelha de Elefante Mexicana possivelmente investe uma maior
quantidade de recursos na producdo de compostos de defesa, visto que apresenta alto
teor de carboidratos, precursores de metabdlitos secundarios, mas baixa produtividade.

e A tolerdncia de F-08 a cochonilha-do-carmim ¢ verificada pela manutengdo de sua
performance, mesmo em campo altamente infestado, um comportamento associado a
relagdes mutualisticas.

e A proteina relacionada as ciclofilinas, expressa pela cultivar F-08, pode estar associada
a respostas de hipersensibilidade ao estresse bidtico, sendo ainda necessarios estudos

mais especificos para uma avaliagdo mais concreta de sua expressao e fungdes.
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RESUMO

Por serem organismos sé€sseis, 0s vegetais estado constantemente expostos a acdo de agentes de
estresse biotico e abidtico. No curso da evolucao, mecanismos de defesa foram desenvolvidos
pelas plantas a fim de combater os efeitos prejudiciais deste tipo de interacdo, seja investindo
em metabdlitos secundarios, ou até na regulacdo de genes que codificam proteinas especificas
durante o estresse. O presente trabalho avaliou os efeitos na fisiologia de cultivares de
Opuntia ficus-indica durante infestagdo por cochonilha-do-carmim Dactylopius opuntiae.
Trés cultivares com diferentes niveis de tolerancia ao inseto foram selecionados: IPA Clone-
20 (susceptivel), F-08 (tolerante) e Orelha de Elefante Mexicana (resistente). Foi avaliado o
metabolismo primario dos gendtipos, bem como teor de cera epicuticular, atividade de PEP
Carboxilase, acimulo de acidos organicos e perfil de expressdo em gel de agarose, ao longo
da infesta¢do. As coletas aconteceram entre Setembro de 2010 e Margo de 2011, periodo em
que as cultivares foram avaliadas em campo sadio, moderadamente infestado e altamente
infestado. A cultivar IPA clone-20 apresentou teor de cera 70% maior nas coletas em campo
com e sem infestagdo, em comparacdo com as demais cultivares. Orelha de Elefante
Mexicana apresentou maior teor de carboidratos em todas as coletas. O teor de aminoacidos
em F-08 caiu 132% durante a infestacdo, comportamento contrario ao teor de proteinas que
aumentou 60%, nao havendo diferengas marcantes nas demais cultivares. A cultivar Orelha de
Elefante Mexicana apresentou queda mais acentuada nos teores de clorofilas a, b, e clorofilas
totais em comparacdo com os demais. Todas as cultivares apresentaram decréscimo no teor de
carotendides ao longo da infestagdo. Houve reducdo de 60% na atividade de PEP Carboxilase
em IPA Clone-20 quando comparada em campo sadio e infestado, bem como no acimulo de
acidos orgénicos que caiu 54%. O perfil de expressdo em gel de agarose mostrou uma banda
diferencialmente expressa na cultivar F-08, que apos seqlienciamento, mostrou similaridade
com proteinas da familia das ciclofilinas, relacionadas as respostas a estresse bidtico ou
abidtico. Os resultados sugerem que a cultivar Orelha de Elefante Mexicana investe na
producdo de compostos de defesa, pois apesar de apresentar altos teores de carboidratos, a
produtividade em campo foi 100% menor que F-08 e semelhante a IPA Clone-20, a cultivar
mais susceptivel. A atividade de PEP Carboxilase em IPA Clone-20 foi diretamente afetada
pela infestagdo por cochonilha-do-carmim, possivelmente pela perda de area fotossintetizante
durante a infestagcdo, refletindo no acumulo de acidos organicos, que pode reduzir a
capacidade de carboxilagdao pela RUBISCO. A cultivar F-08 apresentou tipica resposta de

tolerancia ao estresse, pois ndo houve perda de performance mesmo na presenca do inseto.
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Como todos os genotipos foram submetidos as mesmas condi¢des abidticas em campo, ¢
possivel que a expressdo de proteinas ciclofilinas em F-08 esteja relacionada a resposta de

hipersensibilidade ao inseto.

Palavras-Chave: CAM, Estresse bidtico, Palma forrageira.
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ABSTRACT

Because they are sessile organisms, plants are constantly exposed to the action of agents of
biotic and abiotic stress. In thecourse of evolution, defense mechanisms have been developed
by plants to combat the harmful effects of this type of interaction, whether investing in
secondary metabolites, or even in the regulation of genes that encode specific proteins during
stress. The present study evaluated the effects on the physiology of Opuntia ficus-indica
cultivars during by carmine cochineal Dactylopius opuntiae infestation. Three cultivars with
different levels of tolerance to the insect have been selected: IPA Clone-20 (susceptible), F-08
(tolerant) and Orelha de Elefante Mexicana (resistant). There was assessed the primary
metabolism, as well as epicuticular wax content, PEP Carboxylase activity, accumulation of
organic acids and the expression profile in agarose gel, along the infestation. Sampling took
place between September 2010 and March 2011, during which the cultivars were evaluated in
the field healthy, moderately and highly infested. The cultivar IPA Clone-20 showed wax
content 70% higher in samples with and without field infestation, compared with other
cultivars. Orelha de Elefante Mexicana had higher carbohydrate content in all samples. The
amino acids content in F- 08 fell 132% during the infestation, on the contrary to the protein
content which increased 60%, with non-significant differences in other cultivars. The cultivar
Orelha de Elefante Mexicana showed sharper drop in chlorophyll a, b and total chlorophyll
content, in comparison with others. All cultivars showed a decrease in carotenoids content
throughout the infestation. There was a 60% reduction in the activity of PEP Carboxylase in
IPA-Clone 20 compared with healthy and infested field, as well as the accumulation of
organic acids which fell 54%. The expression profile in agarose gel showed a band
differentially expressed in the cultivar F-08, which after sequencing, showed similarity with
the Cyclophilins protein family, related to answers to biotic and abiotic stresses. The results
suggest that the cultivar Orelha de Elefante Mexicana invests in the production of defense
compounds, because despite having high levels of carbohydrates, field productivity was 100%
lower than F-08 and similar to IPA Clone-20, the more susceptible cultivar. The PEP
Carboxylase activity was directly affected by the infestation of carmine cochineal in IPA
Clone-20, possibly by the loss of photosynthetic area during the infestation, reflecting in the
accumulation of organic acids, which may reduce the carboxylation capacity by RUBISCO.
The F-08 cultivar showed typical response of stress tolerance, as there was no loss of fitness

even in the presence of the insect. Since all cultivars were subjected to the same abiotic
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factors in field, it is possible that the expression of cyclophilins in F-08 is related to

hypersensitive response to the insect.

Key-Words: CAM, Biotic Stress, Prickly Pear.



ANEXO

63



64

SCIENTIA HORTICULTURAE

I  AUTHOR INFORMATION PACK

TABLE OF CONTENTS

Fenting

] Description p.1 | gyl et
* Audience p.2

* Impact Factor p.2

. Abstracting and Indexing p.2

* Editorial p.2

* Guide for Authors p.4

DESCRIPTION

Introduction

Colantly Morticwturae 1S an imternational journal publishing resesnch relatsd o horticultural cops.
frticles in the joemal deal with open or probected production of wegetables, fruits, adible fungl
ard omamentals under DeErmparate, 5|.d:||:r|:|-plr:ﬂ and troplcal conditions. Fapu-:t in related aress
(biochemistry, micropropagation, soll sdence, plant breeding, plant physialogy, phytopathology, ete.)
are corgidersd, if they contain information of direct significance o horticulture. Papers on the
technical aspects of horticulture (enginesring, crop processing, storage, transport e, ) are aotephed
for publication only if they relabe directly to the living product. In the cate of plantation orops, thoss
yviedding a product that may be usad fresh (&.9. troplcal vegetables, dtrus, bananas, and other fruits)
will be considensd, while those papers describing the processing of the product (e.g. rubber, tobaon,
and quinine) will not. The scope of the journal indudes all horticultural crops but does not indlude

speciality crops such &5, medicingl crops or forestry crops, Such &= bamboo.

Types of paper
1. iDriginal full papers [reguler papers)

2. Review articles {should cover & part of the subject of active current interest)

3. Shart Communications

3.1 Repart of preliminary results of important reseandh (pilot insestigation: &.g. no duplications or
with other restrictions)

3.2 MNewly developed methodology or modification of existing methodology, possibly description of
first test.

3.3 Results of the application of an eadier published research methodology on other crops or under
different conditions {fact finding or recipes) that are nevertheless of interest to &n intemationsal
readership. Should incdude new sdentific insight.

d. Book Réviews (incduded in the joumal on & range of ndévant books which are not more than 2

years ald).

Original papers should repart the results of adginel ressarch and should be of international and not
only regional interest. The material should not heve béen préevioushy published elsewbere, except in
& preliminary form. Reviews should cover & part of the subject active current imterest. They may be
submitted or irmdbed.

Short Communications should be &8 completely docurnented, both by reférence to the literature and

desoription of the expedmental procedures employed, 22 & regular paper. They should not oocupy
rore than 4 prinked pages (about 8 manuseript pages, induding fAigures, ete.).

ALUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 www. elseviern com/locatefsoihart i



For confultation or Suggestions please contact the Editors-in-Chief.

AUDIENCE

65

Morticulturists, Mant Breeders, Plant Physiclogists.

IMPACT FACTOR

2011 1.527 £ Thomeon Reutérs Jowrnal Citation Reports 2012

ABSTRACTING AND INDEXING

BIOSIS
CAB Abstracts

Current Coments/Agriculture, Biology & Environmental Sclences
EM Bilagy

Ecological Abstracts

Elsevier BIOBASE

GEOBASE

PASCALJCHES

Besearch Alert

SCISEARCH

Sobence Citation Index

Soopus

EDITORIAL BOARD

Editors-in-Chial
1. P. Bowswr, 123061 Seventh Avenue, Mission, VIV 2E4, Canada

XK. Dang, Natl Key Lab of Crop Geretic Improvement, HuaZhang Agriculurl University, Shizhishan Street

M. 1, 430070 Wuban, Hubel, China

ML.E. Emms, Dept. of Environmental Horoulure, University of Aorda, FO. Box 110475, Galnesvilke, FL

2060 1-067T5, LIS

T. Morkguchi, Nxtl Inst. of Fruit Tres Scoence, National Agriculture and Food Research Onganization, 305-B60%

Teukuba, Japan

D. Schwarz, Leibniz-Instiute of Vegetable amd Omamental Crops, Theodor-Echbermeyer-Weg 1, 14979

Grossbesren, GErmany

Founding Editor
5. Wellensiek,

Editorial Board Mambars

G.H. Barry, XLnT Citrus Company, Helderterng, Cape Towen, South Africa

R.I. Cabrera;, Tesxs ABM Unkeersity, Dol TE, US6

G, Colls, Universitd degll Studi della Tusda, Viterbo, Doy

. da Kral]; Research Florkcufure & Glxsshouse Vegetables, Hoofddorp, Metherlands
M. Dorals, Université Laval, Québec, Canada

G.C. Douglas, Teagasc Agricuiure and Food Development Authority, Dublin 19, Ireland
R.L. Ganseve, Unksersity of Kenhscky, Lexington, EY, USA

A, Gumnes, Ankam Unhsersity, Ankars, Torkey

W. Guo; Hualhong Agricufural Universky, Wuban, Hubel, China

W.P. Hackwtt, Universiy of Caldomia ot Davis, Cavis, Ch, USA

V. Kesawvan, Departmeent of Agricutture ‘Western Australlia, Carmawon, Wa, Australla
L. Lowalt, Undsersity of Calihormils at Ehverside, Riserside, CA, ISA

A. Montelre, Instituto Superior de Agronomia, Lisboa Cedex, Porfusgal

P. Moomey, Sardl, Urrbres, Adelaide, SA, Australa

R.E. Paull; Universty of Hawad at Manoa, Honolwls, HI, S

F. Pliego Alfare, Universidad de Malaga, Malaga, Spain

1.V, Possingham, Possum's Vineyard, Unkey Park, SA, Australia

L. Ralla, Universidad de Cordoba, Cordoba, Spailn

ALUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 www. alsevien com/locate/schort



M.5. Rald, University of California at Dawvis, Davis, CA, USA
D. Savvas, Agricultural University of Athens, Athens, Greecs

R.R. Sharma, LAR], New Deihi, India

D.W. Turner, University of Western Austraia, Nedlands, WA, Australia
X. Wang, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beiling, China
&.E. Welbaum, Virginia Tech University, Blacksburg, VA, USA

66

ALUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 www . elSevien com/locatefechorti



67

GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Types of paper

1. Original full papers (Regulsr Papers)

2. Feview articdesshould aower & part I:flh&!l.tljlbi of Ective curment interest.

3. Shart Communications

3.1 Report of preliminary results of important research (pilot Investigation; e.g. no duplications or
with cther restrctions).

3.2 Newly developed methodology or modification of exsting methodology, possibly descripticn of
first test,

1.3 Results of the application of an eadier published research methodology en other cops er under
different conditions l[f-ﬂ ﬂr'lﬂ|r'lﬁ or rE:.:H]- that are neverthelass of intersst to &n inkemational
readership.

4. Book Reviews will be included In the journal on & range of relevant books which are not more
than 2 years old,

Original papers should report the results of original ressanch. The material should ot heve been
previously published slsewhers, axcapt in a preliminary form. Reviews should cover & part of the
subject active current interest. They may be submitbed or invited.

Shart Communications should be & completely documented, both by reference to the literature and
description of the experimental procedures employed, &5 & regular paper. They should not oocupy
miore than 4 printed pages (about 8 manuseript pages, induding figures, etc.).

For consultation or suggestions please contact the Editors-in-Chief.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in pubiishing

Avthorship of the paper ([[C¥I0)

futhorship should be limited to those who have made a significant contribution to the conception,
design, execution, and interpretation of the reported study, All those who have made significant
contributions should be listed a5 co-authors. Where thene are others who have participated in certain
substentive sspects of the ressarch project, they should be acknowledged or listed as contributors.
The correspanding suthor should ensume that all appropriste co-suthors and no inappropriate oo~
authars ane induded on the paper, and that all oo-authors have feen and approved the final warsion
of the paper and have agreed to kS submission for publication.

For mare information on Ethict in publishing and Ethical guidelines for journal publication see hity:/f
werw. elseviercomfpublishingethics and http:/fwew elseviercomfethicalguideines.

Camflict of interast

Al Buthors are reguasted to disclose any actusl or pﬂﬁ'lﬂ-ﬂﬂ:l'ﬂhilﬂ‘-|m i'idl.lﬂr'lﬁﬂ'l'r ﬂr'l.lr'llﬂ-ﬂr
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 hitp:ffwww. el seviencom) corfliciSofinterest.

Submission declaration and verification

Submision of an erticle implies that the work described has not been publshed previously [Eooept
in the form of an abstrack or &S plrl:tfl published lecture or academic thasis or &5 an electronic
preprint, Sée hitp:)/fwwadsevier.com/fpostingpalicy], that it & not under consideration for publication
elsewhers that ks publication is approved by all authaors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities wherse the work wet carmed out, and that, f socepbed, it will not be published elawhars
in the same form, in English or in any other language, induding slectronically without the written
cordent of the copyright-holder. To verify originality, your article meay be checked by the ariginality
detection serdioe CrossCheck bt p:ffwew. slsevien comeditors/plagdetect.

Changes to authorship
This policy concems the addition, deletion, or reamangement of author names in the authorship of
accepted manuseripts:

ALUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 www . elseyien com/locatefsdhart] 4



68

Before the accepted manuscript s published in an online Ssue: Requests to add or remowve an suthor,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the correspending author
of the aepted manuscript and must indude: (a) the reason the narne should be added or remaoved,
or the author narmes rearranged and (b) writben confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agnes with the addition, remowval or rearrangernent. In the case of addition or removal of authors,
this indudes confirmation from the author being added or rernoved. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the cormespanding author, who
rust follow the procedure &5 described abowe. Mote that: (1) Jounal Managers will inform the Jourmal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript In an online Esue =
ded untll authorship has bean :

After the accapted manuscript i published in an enifne lssue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an articke published in &n online issue will follow the same palices as noted above
and result in & corrigendurn,

Copyright

Upan acceptance of an artide, authors will be ssked to complete & Journal Publishing Agresment” {for
rmang information on this and ocopyright See http: /e slsevieromioopyright). Aoceptance of the
agresmeant will ensure the widest pcﬂ:leﬂuﬁmuﬂm of irfermation. An e-mall will be sent to
the corresponding suthor confirming receipt of the manuscript together with a “Joumnal Publishing
hgreement” form or a link to the online version of this agresment.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepane lists of articles including abstracts for internal
dreulation within their institutions. Permission of the Publisher s required for resale or distribution
outside the institution and for &ll other derfvative l'ﬂ'k!, |ﬁﬂLﬂ|ﬁ;wuﬂﬂl‘ﬂlﬁﬂ‘hﬂﬂﬂl‘ﬂ
(phease consult http: ffwweoelevier comfpermissions]. IF exoerpts frorm ather copyrighbed works are
induded, the author(s) must obtsin writhen permission from the copyright owners and cradit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult

bittp /N el sevie oo fpermissions.

Retained avthor rights
hs an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http:/fwaw. elsevier.comButharsrights.

Role of tire funding Source

You ame reguested to identify who provided finandal support for the conduct of the research andfor
preparation of the artice and to briefly describe the role of the sporsoc(s), If any, in study design; in
the collisction, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the dedsion to
submit the artide for publication. IF the funding souwrces) had no Such invelvement then this should
be stated. Pleacs see http: ! Sewwoelsevieroomfunding.

Funding body agreements and policies

Elseviar has established agrearmenits ard dﬁ'«ﬂﬂq‘.’rﬂ palicies to allow Buthors whose articles SPpEarin
journals published by Elsevier, to comply with patential manuscript archiving requinernents as specified
as conditicns of thelr grant awards. To learn mome about EHHHr'II:l agrésmeants and policies FHIEI!-!".I‘H
hittp N el sevie oo fundingbod ies.

ﬂvarr Jicess

This journal offers you the option of making your article fresly available to all vis the ScenceDirect
platfarrn. To prevent any conflict of interest, you can only rmake this cholce after recetving notification
that your artice has besn ascoepted for publication. The fee of $3,000 exdudes taxes and other
pl!l:El"l‘HH author fees such as Cﬂﬂrm-lﬁm cases  nstitutions amd FLI'i-’I'H; badies have
tmﬂmwmﬂEhﬂummMﬁumbﬂﬁf&Mmm- Drstils of thase
apresments are avallable at http/fwwaossevier comfundingbodies. Authors of acoepted articles,
who wish to take advantage of this option, should complete and submit the order form (available st
hittp f Narwew . el seviecomrn flocatef openaccessfiorm. pdf). Whabever aocess aption you chooe, you retain
rany Aghts &5 an author, incduding the right to pest & revised personal version of your article on your
own webhsite. More iInforrmation can be found here: Rttp:/ fewwelsevier comfauthorsdghts .

Language and [anguage services

Please write your text in good English (American or British usage & acospted, but not & mixture of

these). Authors who reguire information about language editing and copyediting sendices pre- and
bmission please wisit hitp: [fwebshop. slseviercom/flanguageservices or our customer Support

site gt Fitp: ffsupport dssviercom for more information.

ALUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 www. elsevien com/locate/sohort 5



69

Submission

Submigsion to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The systern autormnatically converts source files to & single POF file of the
article, which is used in the peer-review proosss. Please note that even though manuscript Source
files mre cormrarted to POF files 8t submiggion for the review procoess, these source files are needed for
further processing after acoaptance. 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.

Swbendt your article
Flease submit your Brticle wia hitp:flees dsevieroomhartd!

el

Suggesting 5 reviewers i$ required for submission. Please nobe that only one sugpested reviewer can
be from your own country, and suggest four potential reviewers from different countries induding full
contact details and e-mail addresses. Note that the Editor retains the sole right to decide whether
ar not the suggested reviewers are used.

PREFPARATION

Use of wordprocessing softwana

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The et shouwld
be in single-column format. Kesp the layout of the text & simple & possible. Most formatting codes
willl be removed and replaced on processing the article. In particular, do not uSe the wordprocessor's
options b0 justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, Ralics, subscripis,
superseripts etc. When preparing tables, If you are using & table grid, use only one grid for each
individual table and not & grid for each row. If no grid i used, use tabs, not Spaces, ta align columns.
The electronic text should be prepared in 8 way very similar to that of conventional manuseripts
(Lee plen the Guide to Publishing with Elsevier: http: [ wes. elsevier comguidepublication). Nobe that
source files of figures, tables and text graphics will be requined whether or not you embed pour figures
in the text. See also the @action on Elecdmnic artwork.

To avoid unnecessary errors you ane strongly advised to use the 'spell-check” and "grammar-check”
functions of your word procsssor.

dArticle structire

Cubdivislon - rwmbsred secfions

Dhwicde your article ints ﬂﬂrhl defined and numbered sections. Subsections should be numbared
1.1 {theen 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, et (the abstract i= not induded in section numbering). Uss this
r'lurl'lbh'lr'lﬁ also for internal -:I'tﬂ-l'tfﬂ'tr'ﬂ'h:l: li!ll'll:t]ﬂt refar Eﬂ“ﬁ&ttt'-ﬁl‘l‘p 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, avolding a detailed literature
survey or & surmmary of the results,

Materal and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a refensnce: only reevant modifications should be described.

B paits

Aesults should be dear and concse.

Discymsio

Thig should explore the significance of the retults of the work, not repast them. Avold extardive
citations and decussion of published lteratume. Results and Diecussion should be bwo Separate
SEChIONS.

Condusions

The main condusions of the study may be presented in a short Condusions section, which may stand
alone or fomm & subsection of & DiEcussion or Aesults and Discussion Section.

Apperndices:
If there | more than one appendix, they should be idertified as A, B, etc. Formulae and eguations in
appendices should be given separate nurnbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and =0 on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A1, ste.

SLUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 warw. elSesler com/locabe fSohort &



70

Ezzential title page information

« Tida Concige and informative. Titles are often vsed in informeation-retriesal Sysberms. Avald
abbraviations and formulae whemne Fltﬂit

+ Author nmmes and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.q., & double
r'l.ﬂ'l‘lt:lr plaste indicate this -I':lHI'hL Prasant the authors” affiliation addresses {l'l'hﬂt the actual wark
was done) below the names. Indicate all affiliations with & lower-case superseript betber immadistely
after the author's narme and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
each affilistion, including the country name and, If available, the e-mail address of sach author.

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

L Mmm If an author has moved since the work described in the article
WAL -i:lr'lt, or wWas 'I.ﬂ'.'dﬂr'llj at the time, & "Present address’ I{I:Ill' 'Perrianant E-H'Eﬂ'] may be indicetad
as a footnobs to thet authar's name. The address st which the author sctually did the work muest be
retEined as the r|'|alr'|r affiligtion address. Superscript Arablc numerals are vsed for Such footnobas,

dAbetract

i oonddse and factual abstract is rﬁ:p.-tﬂ. nﬁtltﬂ‘hﬂlmmmtl'lﬁfﬂttUMﬁrmt
I'Ebb!l'lﬂ'l, the prindpal resulks arnd r'|1-H;|lI:I' conclusions. An abstract 15 aften presented S-Ep.ll'ﬂﬂ'ﬁl from
thie article, =0 it must be able to stand alone. For this reason, References should be awoided, but if
essantial, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncomrmion abbreviations should
be avolded, but if essential they must be defined &t their first mention in the abstract telf.

Grdphj'q."dll' abstract

ﬁ.mphhhﬂltﬂ.‘hﬂ i aptional and should summanize the contents of the adicle in & (maly i p‘-l‘.‘l:ltl'lﬂ
form designed to capture the attention of & wide readership online. Authors must provide irmages
that desrty represent the work described in the articde. Graphical abstracts should be submitted &< &
senarate file in the onlineg Submission systam. [rl'lllnt SizE: Plagse |'.'l'l:I'I.I‘|IﬂIE an |r'|'I-H:E with a minimurm
of 531 = 1328 phwels (h = w) or proportionally more. The image should be nsadable at & size of 5 =
13 em uging & megular scrsen resslution of 96 dpld. Prefermed file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See hitp:/fweaw. elseviercomfgraphicalabstracts for examphes.

buthors can make use of Elsevier's llhestration sand Enhancement Service o ensum the best
pracentaton of thadr |I'|"|-Hﬁ also i acoordance with all technical regquirements: [Hustration Sencics.

Highlights
Highlight= are mandatory for this journal. They congist of a short collection of bullet peints that convey
the core findings of the article and should be submitted In & separate file in the online submission

. Masse use 'Highlights" in the file name and indude I to 5 bullet points (mecimum 85
characters, including spaces, per bullet point). See bttp:flwasaslsevien comhighlights for exarmples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a masimum of & keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and’, "of"). Be sparing
with sbbreviations: only sbbreviations firmly established in the field mey be aigible. Thess keywonds
will be used for indexing purposes.

Abbravialions

Define abbreviations that are not standand in this feld in a footnote o be placed an the first page
of the artice. Such ebbreviations that are unsvoidable in the abstract must be defined at thelr frst
r'l'llEI"|'|:|I:|r'|'I:|"|E'EIl a5 weall 2% in the foatnote. Ensure -I:I:I'E-IEEEHA:'H of abbrevistions H'I'I:H.Iﬁl"ﬂut the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgernents in a separate section at the end of the artide before the references and do

not, thersfore, incude tham nﬂﬂﬂtﬂﬂtﬂ“ﬂ-ﬂw:ﬁttﬂmtﬂﬂtﬂrmm List lare those
indhviduals whe provided help during the research (e.q., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, ete.).

Nomenclature and wunits

Follow Internationally sccepted rules and conventions: use the international systern of units (S1). If
ather units ara I'l‘rh'lﬂ!ﬂ"lbi, FIIEHE Qi their squivalent in S0,
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huthors and Editor{s) are, by general agreement, obliged to scoept the rules governing bickogical
nomenclature, & laid down in the Internationsl Code of Botanical Nomnmenclature, the Internationsl
Code of Nomendature of Bacters, and the International Code of Zoolsgica!l Mamendclature,

Al biotica (erops, plants, insects, birds, mamrmals, et} should be identified by their scentific names
when the English term & first used, with the excaption of common domestic animals.

il biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when firgt vsed
in the tesxt. Active ingredients of all formulations should be likewise |dentified.

For chemical nomendature, the cmentions of the Intamationa’ Linon of Pure and Aopied
Chermishy and the official recommendations of the JUPAC-IUE Cormbined Commission an Blachemical
Momenclature should be followed.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with edermal detabeases, ghving their readers one-
dick: access to relevant databases that help to build & better understanding of the described reseandh.
Flease refer to relevant databese identifiers using the following format in your article: Databese: wo
fe.g., TAIR: AT1G0A020; CCOC: 734053, PDE: 1XFH). See hitp: )/ fwwe eleevier. comfdatabaselinking
for mare Information and & full list of supported databeses,

Math formuoulas

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

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

Subseripts and superscripts should be chasr.

Greek letters and other non-Roman or handwrithen syrmibols should be explained in the margin where
they are first used. Take special care to show clearly the difference betwesn zero (0) and the letter
0, and between one (1) and the lether |.

Give the mesning of all symbols immedistely sfter the equation in which they are first used. For
sirmphe fractions use the solidus (f) instead of & hodzontal line.

Equations should be nurnbered serially at the right-hand side in parenthesss. In general anly squations
explicitly referred to in the text need be numbered .

The use of fractional powers instead of root Signs 1S recormnmended. Also powers of & are often more
corveniently denated by exp.

Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are: *P <0.05,
#&p o001 and ***P <0.001.

In chemical forrmulae, valence of lons should be given as, e.g., Ca2+, not as Ca++. lsotope numbers
should precede the symbols, e.g., 180.

Foolnotes

Footnotes should be used sparingly. NMumber them consecutively throughout the article, using
superseript 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 thermselves separately &t the end of the artice. Do not indude footrotes in the Reference
lissk:.

Tabila foolmates

Indicate each footnate in & table with & superscript lowercass letter.

Electromic artwoark

General points

+ Make sure you use uniform lettering and sizing of your ariginal artwark.

* Save text in llustrations & 'graphics’ or enclose the font.

» Only use the fallowing fonts in your llustrations: Aral, Courber, Times, Symbel.
+ Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use & logical naming comeention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

» Produce images nesr to the desired size of the printed wersion.

+ Submit sach figure as & separate file.

i detailed guide on electronic artwork 1S available on our websibe:
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hittp 2 Parwew. el sevieromfartworkinstructions

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

Regardless of the application used, when your electronic artwork [ finalised, plesse 'save as' o
cormeirt the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halfbones, and ling/halftone cormbinations given below):

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

TIFF: Color ar grayscale photographs (halftones): always use a minimurn of 300 dpl.

TIFF: Bitrnapped line drawings: use a minimurm of 1000 dpi.

TIFF: Combinetions bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimurm of 500 dpi is reguired.
If your electronic ertwork is created in a Micosoft Office application (Word, PowerPoing, Exoel) then
please supply 'as 18",

Plea=se do not:

= Supply files that are optimized for screen wse (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
& Euppl‘p files thet are oo low In resalution;

+ Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Cadar srfwork

Please make sure thet artwork files are in an m::q:ul:lefnmu:frtFF. EPSar Hﬂﬂmﬂﬂﬂ-}ﬂ'ﬂ with
the corredt resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional change, that these figures will sppear in oolor on the Web [e.g.,
SoenceDirect and other H:H-]I re-nar-:leu of whether or not these illustrations an: rl!Flﬂ.II:ﬂﬂ in color
in the printed verson. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Pleste indicate your prefierence
for color: in print or on the 'Web anly. For further information on the preparation of slectronic arbwaork,
please see hitp:/werw. elseviercomy artworki nstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by comverting color figures to "gray
scale’ (for the printed version should you not opt for color In print) please submit in addition usable
bBlack and white sersions of all the color (lustrations.

Figure captions

Ensure that each lllustration hes a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprie & brief title (not on the figure itkalf) and a description of the llustration. Keep
tExt in the llustrations themsalves b & minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tebles consecutively in accomdanoe with their appearance in the bext. Place footnotes bo tables
below the table body and indicate them with Superscript lowercese letters. Avold vertical rulés. Be
sparing in the use of tebles and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
desoribed elsewhers |n the artide.

Referances

Citaifon i fat

He.ueumnﬂmme-,-mﬁumdmd |ﬁHﬂEEEHI|II|5ﬂPl‘HHﬂEIHH‘rErEfEI‘Eﬁ:t||.ﬂ{ﬂ'ﬂﬂII
wersa), Any references cited in the abstract must be ghven in full. Unpublished results end personal
comrmunications are ot recomméendad in the referanca ||5tIl |'.'|Ll:|'|"|-ﬂ'p b rmentioned in the tixt. If thasa
references are induded in the referencos list they should follew the standerd reference style of the
journal and should indude & substitution of the publicstion date with either 'Unpublished results’ or
"Personal cormmunication’. Citation of a referance a3 'in |'.'|I'EEi'l lrI'||,‘.H|H that the iberm has basn acoepbed
for publication .

Web refaremnees

A% & minimum, the full URL should be ghven and the date when the reference was last accessed. Any
further information, f known (D01, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.0., after the meferenoe list) under &
different heading if desired, or can be induded in the referance list.

RefErences in & specal iKwe
Fleage engune thet the words thi isSue’ are added bo any references inthe list (and any citations in
the text) to other articles In the sarme Special [ssue.
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Raference managerent soffwans

This journal has standard templabes evailable in key reference  rmanagemernt
packages Endiobte (hitp:/fwwwoendnote comsupport/enstyles.asp) and Reference Manager
Thitp: ffrefman.comfSupport/ mstyles. asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authars anly
nesd to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to thete will be formatted according to the journal style which & desoribed below.

Raference styke

Text: Al ctations in the text should refer ko:

1. Single awthar: the suthor's neme (without initals, unless there & ambiguity) and the year of
publication;

2. Two suthors: both suthors' names and the yaar of publication;

3. Three or more authars: first author's neme followed by et al.' end the year of publication.
Citations may be made directly (or perenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Exarmples: "as dermonstrated (Allan, 20008, 20006, 1999; Allen and Jones, 1959). Kramer et al
(2010} have recenthy shown ...

Ligr: Referencoes should be srranged first alphabetically and then further sorbed chronologically iF
necessary. More than one reference from the sarme author(s) in the same year must be identified by
the letters "8’ W, ', etc., placed after the vear of publication.

Exarmmles:

Reference to a journal publication:

Van der Gear, )., Hanreads, LA, Lupton, BLA., 2010, The art of writing &8 sclentific article. ). S,
Commun. 163, 51-55.

Reference to & book:

Strunk I, W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ad. Longman, Mew Yark.
Referance to & chapter in an edited book:

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

Joumal abbreviations souwnss

Jourmal names shaould be abbresiabed .bl!l!tl'ﬂr'l-;ltﬂ

Index Medicus joumal abbrevietions: http:/fawwnimonih. govitEdy serials! [§i.himil;
List of title word abbreviations: hitp:fiwew.Ssn omg/2-2 2661 -LT'Wa-online.php;
Cas (Chemical Abstracts Service]): hitp: ffwwew.cas. orgfsent. hitml.

Video dais

Elseyviar So0apts viden material and animation Saquencss b fupport and enhanoa yaur siantific
research. Authors who hese video or animation files that they wish b submit with their artice are
strongly encouraged to indude these within the body of the article. This can be done in the sarme way
as & figure or table by referring to the video or animation conbent and neting in the body text whers it
should be placed. All submitted files should be propery |abeled <o that they directly relste to the video
file's conmtent. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recrmmended file formats with & preferred masimum size of 50 MB. Video and
animation files !-I.IplFiﬂﬂ will b Fl.tﬂm anling in the slectronic version of your artiche in Bbeyier
Web products, induding ScienceDirect: hitp:/fwwew sclencedinsct. com. Please supply "stills’ with your
filess: -pmm-:l'nmemvﬁ-umfrnm the video or animation or make a mmttlmu;:. The=se will
be used instead of standard icors and will personalize the link to your wideo data. For mone detailed
instructions pléasde visit our vidéd Instruction pages at http - wees. slsés e com) artworkl nstructions.
Nobe: sinde vides and animetion cannot be embadded Inﬂ'r&p-lr'rtuu:th:ntfﬂ'!jﬁde. p‘ﬂ!-!
mﬁm&m&mtﬂﬂﬁﬂmﬁrﬂm!ﬁﬂmmﬁ refiar to
this conkent.

Supplementary dala

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific reseanch.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supparting applications, high-
resolution images, background datasets, sound dips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the slectronic version of youwr article in Beevier Web products, Iincluding
Scencelirect: http: ffwww. scencedinsct.com. In order to ensume that your submitted matedal =
directly usable pleste provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
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submit the matedal in eledtronic format hﬁp&ﬂ'ﬂ' Hﬂ\ﬂ'ﬁ&ﬂrﬁlﬂt-ﬂ'ﬂmhfl concise and ﬁH-:I'IFﬂ'I.IE
CAapan for asch fle. For more detailed instroctions plﬂﬂ.‘b& ik owr artwork Instruction Papas at
bittp N el Sevie oo fa rbworkd rstructions.,

Submission checklist

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

Ensure that the following items are present:

One authar has been designated &< the comesponding author with contact details:

= E-rnail address

= Full postal address

= Telephone and fax nurmbers

il nscessary files have been uploaded, and contain:

= Keywords

= All figure captions

= All tables (induding tithe, desoription, footnokes)

Further contldérations

= Manuscript has been ‘spell-chedoed’ and ‘grammar-checked”

» Beferances are n the cormect farrnat for this jourmal

» All referances mantionad in the Reference list are dbted in the bext, Bnd vice verss

= Permisgion has been obtained for use of copyrighted material from other Sources {induding the Web)
» Color figures are clearty marked & being intended for color reproduction on the Web (free of

and in print, or to be reproduced in oolor on the 'Web (free of charge) and in black-and-whibe in print
= If only color on the Web i required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purpases

For any further information please visit our customer support Site &t hittp://support elsevier.com.

AFTER ACCEPTAMNCE

Use of the Digital Object Tdenbifier

The Ddgital Object [dentifier (D00 mey be wsed b dbe and link bo elécronic doourments. The D0I
corgEts of 8 unigue aslpha-numenc character .'I.'I:|'|r'|-;| which = -ﬂ?‘lﬂtﬂ & document by the publisher
upan the initial electronic publication. The assigned DOl pever changes. Therefore, it s an ideal
redium for citing & document, particularly 'Articles in press’ because they have not yet received their
full Bibliographic information. Examplé of & comactly given D01 (in UELL format; here an artice in the
journal Miysics Lettan: J):

hittp:/fdx. dol.org/ 10 1006/§ . physleth, 2010.05.059

When yiu use A GO to creste links b docwnents on the web-,ﬂ'rel}ﬂuaregmmrtud mesEr o
change.

Proofs

One set of page proofs (a2 PDF files) will be sent by @-mail to the comesponding author (iF we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, & link will be provided in
the e-rmail 5o that authors can dowrload the files themselves. Elsavier mow Fl'ﬁ'lﬂﬂﬂ-ﬂ.ﬂ'lﬂr.‘l: with
PDF proofs which can be ennotabed; for thie you will nead to downlaad Adobe Reasder version 7 (or
higher) availlable frese from bttp:/fget. adobe. comfresder. Insbructions on how to annotate PODF fles
willl sccornparty the proofs (also given onling). The exact Systermn requirements are given at the Adobe
site: hitp:ffwew. adobe. comy products/meadenbedh -specs html.

If you do mot with to use the PDF annotations fundction, you rmay list the cormections (induding
replies to the Query Farm) and return them to Elsevier in an e-mail. Mease st your corrections
queting line number. IF, for any reason, this s not possible, then mark the corrections and any other
comrments {Incuding replies to the Query Farm) an 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 typesstting, editing,
I'II!I'I'IFHEI:EI‘IIHS and correctness of the btaxt, tables and HI;urH. Eh:lr'll'ﬁli'.lr'lt -:han;uu to the artide &=
accepted for publication willl only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your article published quickly and accurately — pleass let us have all your
corrections within 48 hours. IE 5 impartant 6 engure that all comections are sent back to us In one
commmunication: plesse check carefully before replying, as inclusion of eny subsequent corrections
cannot be guarantesd. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proosed with
the publication of your artice if no response & recehed.
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Offprints

The cormespanding authar, at no cost, will be provided with a POF file of the article wia e-mail. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint ordér form which i sent once the article
is acoepted for publication. The POF file & a waterrmarked wersion of the published article and incudes
& cover Shesst with the journal cowver image and a disclaimér outlining the berms and conditions of usa.

AUTHOR INQUIRIES

For inguiries relating to the submission of srtices (induding electronic submission) please visit
this ;Iltl.lﬂl.t Fﬂﬁw Far detalled nstructions on the mm&ﬂﬁ:nﬂi:amwk
please vigit hitp: ffwwseleevier.comfartworkinstructions. Contact details for questions arising after

acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track actepbed articles at hitpoffwew elteviercomftrackarticle. You can also check

our Author FACs &t hitp:fwww sssviercomfauthorfal and/or contact Customer Support wvia
hitp:f faupport. elseelern com.

& Copyright 2002 Ebevier | hitp: /fwwwoelsevier.oom

ALUTHOR INFORMATION PACK 13 Sep 2012 www . elsevien com/locatefschart i2



