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RESUMO

Os micro-organismos endofiticos, incluem principalmente fungos e bactérias que vivem no
interior das plantas, habitando de modo geral suas partes aéreas, como folhas e caules, sem
causar aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros. As lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas capazes de aglutinar glicoconjugados, encontradas em diferentes tipos de
organismos, entre estes as bactérias endofiticas. O objetivo do trabalho foi isolar bactérias
endofiticas dos tecidos (folhas, raizes, raizes de absorcdo, caules, ramos primarios € ramos
secundarios) das plantas de mandioca Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae, bem como a
lectina presente nas folhas, avaliando suas atividades antimicrobianas e interagdo lectina/micro-
organismos. Para o estudo das bactérias endofiticas foram utilizadas duas cultivares de
mandioca, Recife e Engana Ladrao. Fragmentos dos tecidos oriundos de diferentes 6rgaos das
plantas e, também amostras de solo da rizosfera foram inoculados em diferentes meios de
cultivo. Nao foram observadas diferengas significativas entre os meios de culturas utilizados na
quantidade de bactérias isoladas. No entanto, a frequéncia de bactérias foi maior nas raizes e
menor nos ramos secundarios das duas cultivares analisadas. A identificacdo utilizando
sequenciamento parcial da regido 16s do DNA ribossomal mostrou que a populagdo de bactérias
encontradas nas duas cultivares de mandioca apresentou grande diversidade. De maneira geral,
as duas cultivares mostraram colonizagdo por bactérias endofiticas dos géneros
Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, Rhizobium, Pantoea, Cronobacter,
Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas. O género Pseudomonas mostrou-se mais o
representativo para as duas cultivares de mandioca. Avaliando-se a atividade antimicrobiana
das bactérias testadas das duas cultivares selecionadas contra os fungos patogénicos L.
theobromae, N. parvum, F. aesculi e C. dianesei foram detectados um grande numero de
isolados com atividade antifiingica em cultivo pareado, com potencial para aplicagdo no
controle biolégico de fungos causadores de podridoes em frutos. A partir da maceragao de
folhas da cultivar Recife, a lectina foi extraida e purificada utilizando o método de extragao em
tampao fosfato e precipitacdo em solugdo saturada de sulfato de amonio. A méaxima atividade
hemaglutinante da lectina de M. esculenta foi detectada contra eritrocitos de coelho e com a
levedura Saccharomyces cerevisae sendo inibida com o carboidrato manose. O pico retido (PII)
proveniente da coluna de afinidade agarose-manose mostrou elevada atividade especifica da
lectina (MesLL) na cultivar testada e, apresentou em SDS-PAGE massa molecular aparente de
64 kDa. Nos testes de atividade antimicrobiana, a fragdo purificada MesLL ndo inibiu o

desenvolvimento das bactérias patogénicas utilizadas no experimento. Por outro lado, a fragao



MesLL promoveu aglutinacdo visivel dos isolados de bactérias endofiticas obtidas neste estudo.
Conclui-se que as plantas de mandioca possuem bactérias endofiticas e lectinas com potencial

uso no controle microbiano e, tipagem e identificacao de células.

Palavras-chave: Manihot esculenta; Endofiticos; Lectina; Atividade antimicrobiana;

Aglutinagdo; Manose.



ABSTRACT

Native and cultivated plants may be the source of microorganisms and metabolites of
biotechnological interest. Endophytic microorganisms, include fungi and bacteria that live
inside plants tissues, generally inhabiting roots, stems and leaves, without apparent damage to
their hosts. The lectins are proteins or glycoproteins capable of agglutinating glycoconjugates
found in different types of organisms, among these endophytic bacteria. The objective of this
work was to isolate endophytic bacteria from cassava (Manihot esculenta Crantz,
Euphorbiaceae) plants, as well to purify and partially characterize lectin present in the leaves,
evaluating the antimicrobial metabolites produced by bacterial isolates and
lectin/microorganism interaction. Tissues macerates from different plant organs of two cultivars
of cassava, Recife and Engana Ladrdo, and the suspensions of soil samples from rhizosphere,
were inoculated in different growth media. No significant differences were observed between
the culture media used in the number of bacteria isolated. There was no difference also among
cassava cultivars, but the frequency of bacteria was higher in the roots and smaller in the
secondary branches. Bacterial identification, using partial sequencing of the 16s region of the
ribossomal DNA, showed large diversity of the bacterial population. In general, the two
cultivars showed colonization by endophytic bacteria of the genera Curtobacterium,
Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, Bacillus,
Microbacterium and Stenotrophomonas. The genus Pseudomonas was the more representative
to both cassava cultivars. Antimicrobial activity of bacterial isolates was tested against the fungi
Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Fusicoccum aesculli and Colletotrichum
dianesei. Although in varying frequency, it was detected a large number of isolates able to
produce inhibition halos in the paired cultivation assay. Lectin of M. esculenta leaves was
extracted using maceration in phosphate buffer and precipitation in saturated solution of
ammonium sulphate, followed by affinity chromatography. Hemagglutinating activity of the
lectin was higher against rabbit erythrocytes and it was inhibited with the carbohydrate
mannose. The active fraction retained in the agarose-mannose affinity column showed high
lectin-specific activity (MesLL), with apparent molecular weight of 64 kDa verified in SDS-
PAGE. In the tests of antimicrobial activity, the purified MesLL fraction did not inhibit the
development of the pathogenic bacteria used in the experiment. On the other hand, the MesLL
fraction promoted visible agglutination of the isolates of endophytic bacteria obtained in this
study. It is concluded that the cassava plants have endophytic bacteria and lectins with potential

use in microbial control and, typing and identification of cells.



Key words: Manihot esculenta; Endophytic; Lectin; Antimicrobial activity; Agglutination;

Mannose.
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1 INTRODUCAO

Os micro-organismos constituem uma das maiores fontes de recursos naturais e valor
biotecnoldgico, principalmente os endofitos que vivem em habitats especificos. Endofitos sao
microbios que habitam o interior das plantas, sendo encontrados em 6rgaos e tecidos vegetais,
a comunidade endofitica é constituida principalmente por fungos e bactérias.

A presenca de bactérias endofiticas tem sido associada a promocgao do crescimento e
defesa de vérias culturas. O acumulo de informagdes sobre essa interagao planta-endofitico tem
tido uma atencao especial, uma vez que, algumas espécies de micro-organismos endofiticos sao
produtoras de farmacos, como por exemplo, antitumorais e antibioticos, além do seu importante
papel no controle bioldgico de doencgas bacterianas e fiingicas na planta.

A cultura da mandioca tem importancia econdmica, social e cultural significativa no
Brasil. A cultura ¢ a base econdomica de milhares de pequenas propriedades e proporciona
seguranga alimentar de milhdes de brasileiros, principalmente na regido Norte e Nordeste, visto
que o aproveitamento da planta ¢ total.

O uso de variedades de mandioca melhoradas e adaptadas as condi¢des edafoclimaticas
locais ¢ um dos meios para se promover melhoria do sistema de producdo da cultura, aumentar
o rendimento da mandioca e diminuir possiveis intoxica¢des por cianoglicosideos.

Outro grupo associado a defesa vegetal sdo as lectinas, que constituem um grupo
heterogéneo de proteinas, de origem nao imunoldgica, com distribuicdo ubiqua na natureza.
Podem conter dois ou mais sitios de ligagcdo reversivel e especifica a carboidratos, podendo
resultar na aglutinacdo de células animais e/ou vegetais e na precipitagdo de polissacarideos,
glicoproteinas ou glicolipideos

As lectinas pelas suas atividades bioldgicas muito exploradas t€m sido isoladas de uma
diversidade de microrganismos, animais e plantas.

Esse estudo detectou a producdo de substancias antimicrobianas por bactérias
endofiticas e, em conjunto com extragdao da lectina de mandioca (Manihot esculenta Crantz)
propiciou o entendimento das interagcdes entre planta e micro-organismos, favorecendo uma
melhor compreensdo do processo endossimbiodtico, como também encontrou correlacdo entre a

lectina e as bactérias endofiticas das folhas de mandioca.

1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo Geral
Isolar bactérias endofiticas dos tecidos de duas plantas de mandioca (M. esculenta

Crantz), bem como a lectina presente nas folhas, avaliando suas atividades antimicrobianas e

interacao lectina/micro-organismos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a)
b)
©)

d)

g
h)
i)
)
k)

D

m)

Realizar uma revisao bibliogréafica sobre a cultura da mandioca;

Isolar bactérias endofiticas dos tecidos das plantas de mandioca;
Caracterizar morfologicamente e fenotipicamente as bactérias;

Verificar a diversidade de bactérias endofiticas em plantas de mandioca;
Identificar a nivel molecular os isolados bacterianos;

Determinar a atividade antimicrobiana dos micro-organismos isolados;
Purificar a lectina presente nas folhas de mandioca;

Determinar a especificidade da lectina frente a diferentes carboidratos;
Caracterizar as propriedades fisico-quimicas da lectina;

Estimar a massa molecular aparente da lectina por SDS-PAGE;
Verificar a especificidade da lectina com diferentes eritrdcitos;
Verificar a especificidade da lectina com diferentes estirpes de leveduras;

Investigar a presenca de atividade antimicrobiana da lectina frente a micro-

organismos patdgenos;

n)

Verificar interagdo lectina/bactérias endofiticas das folhas de mandioca.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MANDIOCA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ cultivada mundialmente nas regidoes do
tropico e sub-tropico, podendo se adaptar a diversas condigdes ambientais e tipos de solo. No
Brasil, a cultura da mandioca tem importancia econdmica, social e cultural significativa.

A cultura ¢ a base econdmica de milhares de pequenas propriedades e proporciona

seguranga alimentar de milhdes de brasileiros (SILVA; FERREIRA FILHO, 2007),
principalmente na regido Norte e Nordeste, visto que o aproveitamento da planta € total.
Ao longo dos anos, os trabalhos de melhoramento genético tém sido fomentados com os acessos
que compdem os Bancos Ativos de Germoplasma (BAG), permitindo dessa forma atender as
demandas de variedades para a agroindustria, a alimentagdao humana e a nutrigdo animal na
regido (VIEIRA et al., 2008).

.0 uso de variedades de mandioca melhoradas e adaptadas as condi¢des edafoclimaticas
locais ¢ um dos meios para se promover melhoria do sistema de producao da cultura (NASSAR,
2000), aumentar o rendimento da mandioca, diminuir possiveis intoxicagdes por

cianoglicosideos e resisténcia da planta contra pragas e doencas.

2.2 BACTERIAS ENDOFITICAS

Os micro-organismos endofiticos sao aqueles que sdo conhecidos por colonizarem as
estruturas internas (tecidos) de plantas sem ocasionarem danos. Ocorrem em todas as partes das
plantas como: folhas, flores, frutos, caule e raizes, e estas sdo uma das principais portas de
entrada desses organismos (AZEVEDO, 1998; MOREIRA; SIQUEIRA, 2005; PEIXOTO
NETO et al., 2002).

E registrada a ocorréncia de bactérias endofiticas em plantas de, algoddo ( Gossypium L.)
(MONNERAT et al., 2003), planta medicinal erva-baleeira (Cordia verbenacea) (BRAGA e
ESPESSOTO, 2008), banana (Musa ssp.) (SOUZA et al., 2013), milho (Zea mays) (PISARSKA ¢
PIETR, 2015), feijao (Phaseolus vulgaris) (COSTA el al., 2012). Com base em estudos com a cultura
da mandioca varias bactérias associadas foram isoladas e identificadas (TEIXEIRA er al, 2005;
TEIXEIRA et al, 2007). Em plantas de sorgo foram detectadas as bactérias endofiticas dos
géneros Synechococcus € Pantoea (RAMMOND et al., 2013).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Gossypium
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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Weyens et al. (2013) isolaram uma diversidade de bactérias endofiticas de plantas de
Salgueiro planta resistente a metais pesados e, observaram que a ocorréncias dessas bactérias
nos Orgaos isolados variavam, os géneros mais comumente encontrados foram: Paenibacillus,

Caulobacter, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea € Rizobium.

A diversidade de bactérias diazotroficas endofiticas associadas a plantas de milho foi
avaliada por meio da extracdo do DNA ambiental da comunidade bacteriana, amplificacao,
clonagem e seqiienciamento do gene nifH, os resultados mostram um grande numero de géneros
de bactérias, como, Alcaligenes, Azoarcus, Azohydromonas, Azomonas, Azonexus,
Azospirillum, Azotobacter, Bradyrhizobium, Burkholderia, Dechloromonas, Delftia,
Herbaspirillum, Ideonella, Klebsiella, Methylosinus, Pelomonas, Pseudomonas, Raoultella,
Rhodobacter, Rhodovulum, Sinorhizobium e Xanthobacter (ROESCH et al., 2007).

As bactérias endofiticas associadas as plantas desempenham agdes benéficas para a
manutengdo e desenvolvimento do hopedeiro. Os estudos de identificagdo estdo sendo
realizados através de ferramentas descritivas (caracterizagdo morfologicas, fenotipicas e
culturais) e moleculares que concretizam o resgistro do endofitico isolado (LACAVA et al,

2006; ROESCH et al., 2007, RAMOND et al., 2013).

A obtencao de substancias de interesse econdmico, como enzimas, antibioticos e outros
farmacos, a partir de micro-organismos endofiticos, tem sido frequentemente relatada na
literatura cientifica. Em bactérias os géneros Bacillus e Pseudomonas sao considerados agentes
de biocontrole de doengas de plantas, o que demonstra o seu grande potencial para utilizagao
na agricultura (TEIXEIRA et al., 2007).

Pesquisas recentes tém sido conduzidas com linhagens de Bacillus, Methylobacterium,
Microbacterium que sio capazes de produzir Acido Indol Acético (AIA) e compostos
relacionados (ASSUMPCAO et al., 2009), potencializando o crescimento das plantas. Outras
bactérias do género Burkholderia, Curtobacterium e Pantoea tém sido avaliadas quanto a
promogao de crescimento vegetal (SANTOS; VARAVALLO, 2011).

Muitos dos compostos naturais que possuem alto valor agregado e produzidos em
pequenissimas quantidades pelas plantas podem ter seus genes principais da rota metabdlica
chave estudados nos microrganismos endofiticos produtores do composto. E uma tarefa muito
mais fécil tendo em vista a menor complexidade genomica desses organismos, que abre
excelentes perspectivas para a utilizacdo da engenharia genética visando promover o aumento
da produgdo desses compostos ou manipulagdes visando a obtencdo de antitumorais mais

eficientes e de menor toxidez (PEIXOTO NETO et al., 2002).
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Com o auxilio da engenharia genética, novas formas de controle biolégico vém sendo
desenvolvidas a partir de bactérias endofiticas. A introdugdo de genes exdgenos nestas bactérias
possibilita a aquisicdo de novas caracteristicas utilizadas no controle de doengas e
pragas. Antibidticos e outros metabdlitos produzidos por endofiticos podem ser usados para
controle de doencas de plantas.

O controle de pragas por bactérias endofiticas ¢ uma alternativa que contribui para a
diminui¢do ou total redugdo de agroquimicos utilizados na agricultura (AZEVEDO et al.,
1998).

Braga e Espessoto (2008) testaram o efeito de bactérias endofiticas isoladas da planta
medicinal Erva-baleeira na habilidade de inibir o crescimento dos patégenos humanos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli enteropatogénica, Micrococcus luteus, Candida
albicans, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis, Shigella e Salmonella., e detectaram que 15 das
bactérias endofiticas apresentaram atividade antimicrobiana para todos os patégenos testados.

Duas linhagens de bactérias endofiticas isoladas de Echinodorus scaber (chapéu de
couro), identificadas como Bacillus sp e Bacillus subitilis inibiram os fungos patogénicos
Colletotrichum lindemunthianum, C. gloeosporioides, Corynespora cassiicula, Fusarium
solani, Microsporum canis. As duas linhagens quando inoculadas em graos de soja, inibiram
aproximadamente 100% do desenvolvimento de fungos sobre esses graos (SOUZA et al.,
2015).

Shiomi et al., (2015), testando a eficacia de nove isolados de bactérias endofiticas no
biocontrole da mancha foliar de Exserohilum turcicum, pela microbiolizacdo das sementes e da
parte aérea do milho verificou que Bacillus subtilis, Bacillus lentimorbus, Streptomyces sp. €
Bacillus agaradhaerens se destacaram dos demais, quando aplicados na parte aérea, em todos
os intervalos testados, porém quando as bactérias foram aplicadas nas sementes, Bacillus
lentimorbus, Streptomyces sp., Ewingella americana e Xanthomonas axonopodis foram os mais
eficientes.

A bactéria endofitica do género Bacillus oferece novas perspectivas de controle de
Plutella xylostella. Em testes realizados para caracterizacdo e toxidez dessas bactérias foi
possivel observar que sete isolados causaram 100% de mortalidade e foram semelhantes a
estirpe padrao utilizada, B. thuringiensis subsp. kurstaki (MEDEIROS et al., 2005). Em
trabalhos desenvolvidos por Ootani et al. (2011) com Bacillus thuringiensis isolado do solo, foi
verificado toxidez para larvas de Aedes aegypti com mortalidade superior a 90% por esta
bactéria. Esse resultado ¢ importante, pois mostra potencialidades para produgdo de

bioinseticidas eficiente contra esse inseto.
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2.3 LECTINAS

Os primeiros relatos sobre as lectinas datam o ano de 1889 quando Stilmark isolou uma
proteina toxica a partir de Ricinus communis, denominada ricina, capaz de aglutinar eritrocitos
humanos e de animais (SHARON; LIS, 2004).

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas, de origem nao imunologica,
com distribui¢do ubiqua na natureza. Podem conter dois ou mais sitios de ligagao reversivel e
especifica a carboidratos, podendo resultar na aglutinagcdo de células animais, microbianas e na
precipitacao de polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos (CHEVREUIL et al., 2009;
DIMITRUEVIC et al., 2010; PAIVA et al., 2011).

As lectinas pelas suas atividades bioldgicas muito exploradas tém sido isoladas de uma
diversidade de micro-organismos, animais e plantas (COELHO; SILVA, 2000; KILPATRICK,
2002; MELO et al., 2004; SILVA, 2008; LIMA et al., 2010; SILVA et al., 2012; ZUO et al.,
2012). Grande parte das lectinas de vegetais sdo frequentemente isoladas de sementes,
principalmente das leguminosas (FERNANDES et al., 2011), nas sementes encontra-se em
maior propor¢ao os nutrientes necessarios para o desenvolvimento da nova planta.

Segundo Peumans e Van Damme (1995), a maioria das proteinas que estdo envolvidas
no mecanismo de defesa das plantas precisam apresentar estabilidade a variagdes de
temperatura e pH, como também resistir a uma grande diversidade de enzimas proteoliticas.

A ampla distribui¢do reflete uma multiplicidade de fun¢des biologicas, que estdo
relacionadas a sua habilidade de reconhecer carboidratos e glicoconjugados na superficie
celular. O estudo de suas propriedades bioldgicas tem sugerido importantes aplicagcdes
biotecnoldgicas, dentre estas aplicacdes, destaca-se a identificagdo de receptores de membrana
e a detecgao de estruturas caracteristicas de neoplasias (LIS; SHARON, 1998).

As lectinas tém sido previamente classificadas tanto no dominio de reconhecimento a
carboidratos, como também na base de sua especificidade a grupos sanguineos e
subseqiientemente no potencial com o qual um monossacarideo inibe sua aglutinagdo e
atividade precipitante de glicoconjugados. Devido a especificidade de interacao das lectinas a
glicoconjugados em solucdo ou na superficie celular essas moléculas apresentam diversas
aplicagdes biotecnoldgicas (CORREIA et al., 2008).

De acordo com sua especificidade de ligacdo a carboidratos as lectinas estdo subdivididas
em cinco grupos: D-manose/D-glucose, D-galactose/N-acetilgalactosamina,  N-
acetilglucosamina, L-fucose, e acido sidlico (GOLDSTEIN; WINTER; PORETZ, 1997).

Portanto, dependendo da especificidade, a lectina ird ligar-se seletivamente a um destes
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aclicares acima que sdo componentes tipicos de superficies de células eucarioticas (LIS;
SHARON, 1998).

Com base no agucar especifico as lectinas podem ser isoladas em matrizes
cromatograficas que purificaram a lectina. A cromatografia de afinidade ¢ um método que
depende essencialmente da intera¢do entre a molécula a ser purificada e uma fase solida que
permita a separacdo de contaminantes (COELHO et al., 2012).

A aplicacao de lectinas ¢ ampla, em muitos relatados comprovam o efeito significativo
para o desenvolvimento de produtos. A atividade antibacteriana foi constatada por Carvalho et
al., (2012), utilizando a lectina extraida do soro do peixe tambaqui Colossoma macropomum.
Gomes et al., (2012), descreveu o efeito positivo das lectinas de leguminosas (DRL ConBr e
DvioL, extraidas respectivamente de Dioclea violacea, D. rostrata e Canavalia brasiliensis)
com atividade antifiingica, contra leveduras isoladas da secre¢do vaginal.

Santos et al.(2012) testaram a lectina extraida de sementes de Moringa oleifera Lamarck
(WSMoL) e verificaram atividade ovicida, tornando a lectina uma forte candidata no controle
integrado de Aedes aegypti. Ferreira et al. (2011) trabalhando com a mesma lectina (WSMoL)
observaram que a mesma possui potencial como biocoagulante natural para agua turva,
reduzindo turbidez, s6lidos em suspensdo e contaminacao bacteriana. Napoledo et al. (2011)
também encontraram atividade larvicida para a lectina das folhas de Myracrodruon urundeuva
(MuLL), indicando que a lectina pode se tornar um novo agente larvicida biodegradéavel para o
controle da dengue, a atividade larvicida de MuLL pode estar ligada a sua resisténcia a
protedlise por enzimas digestivas larvais e interferéncia na atividade catalitica dessas enzimas.

Lectinas de plantas sao utilizadas como sondas na histoquimica para caracterizar varios
tipos de células em estagios de diferenciagdo e maturagao de cancer. Nunes et al. (2012)
comprovaram que a lectina isolada do veneno de Bothrops leucurus (BIL) exibiu atividade
citotoxica contra todas as linhagens de células tumorais testadas via inducdo da fosfatidilserina,
externalizagdo e despolarizagdo mitocondrial, indicando morte celular por apoptose. Em
trabalhos com atividades antineoplasicas Zuo et al. (2012) constataram que a lectina isolada
dos bulbos Pinellia ternata apresentou capacidade para inibir neoplasmas.

Pereira et al. (2012), utilizando a isolectina (Cramoll 1,4) como componente de hidrogel
para tratamento de queimaduras de segundo grau, observaram aceleracdo na granulagdo,
reepitelizagdo e retracgao de ferida, demonstrando assim o potencial uso da lectina no tratamento

de queimaduras térmicas.
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Resumo

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) ¢ uma planta helifila, perene, arbustiva, pertencente
a familia das Euforbiaceas, com origem de domesticacdo na América do Sul. A parte mais
importante da planta sdo as raizes tuberosas, ricas em amido, que sdo utilizadas na alimentagao
humana e animal ou como matéria-prima para diversas industrias. A parte aérea também ¢
utilizada na alimentacdo animal e humana pelo seu contetido em proteinas, carboidratos,
minerais ¢ vitaminas. A mandioca, além da grande inser¢ao na regido semiarida nordestina ¢
uma planta que se dispde a diversas formas de processamento, favorecendo a seguranca
alimentar das familias e do rebanho, até com elevagao do nivel econdmico de algumas unidades
de processamento. E uma planta cianogénica, isto é, contém compostos cidnicos, comumente
chamados de cianoglicosideos, ¢ também enzimas capazes de degradar esses compostos e
liberar 4cido cianidrico (HCN). O uso das variedades de mandioca ¢ conhecido em todas as
regides do Brasil, tanto para a industria (extracao de fécula, polvilho, etc.), quanto para mesa
(cozida ou no preparo das mais variadas receitas doces e salgadas). A mandioca, que se
caracteriza pela rusticidade, elevada capacidade de se adaptar a longos periodos de estiagem,
diversidade genética, resisténcia a doencas e tolerancia a pragas, apresenta boas possibilidades

de cultivo consorciado com inumeras outras plantas.

Palavras-chave: mandioca, Manihot esculenta, acido cianidrico.
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1. Origem e distribuicio

A mandioca, Manihot esculenta Crantz, Euphorbiaceae, conhecida como mandioca,
macaxeira ou aipim, ¢ uma das principais plantas alimenticias e forrageiras do mundo. Ela
ocupa a quarta posi¢ao entre as culturas basicas com uma produ¢do mundial de cerca de 160
milhdes de toneladas. A maioria delas vem de trés regides, Africa Ocidental e da bacia adjacente
Congo, América do Sul tropical e sul e sudeste da Asia (Figura 1). E resistente a seca e cresce
bem em solos pobres em nutrientes. Ele ¢ um dos produtos mais ricos em carboidratos e energia

entre todas as culturas alimentares [1].

América do Sul Tropical Africa Ocldantal |:| Asia Sul e Sudeste

Bacia Adjacente do Congo

Figura 1. Origem e distribuicao das plantas de mandioca (NASSAR et al., 2008).

Existem varios artigos que discutem a origem do cultivo da mandioca e grande parte
dos autores apontam que a cultura tem origem sulamericana [2, 3, 4].

Todas as espécies de Manihot sdo nativas de regides tropicais do Novo Mundo,
particularmente no Brasil e no México. As unicas espécies encontradas em outras regioes
tropicais do mundo sdo aquelas que foram introduzidas apds viagens de Colombo para o
continente americano. As espécies de Manihot sdo esporadicas na sua distribui¢do e raramente
tornam-se dominante sobre a vegetacdo local. A maioria destas espécies estd em regides
relativamente secas, e s6 algumas sao encontrados na floresta tropical [5].

No Brasil ela ¢ cultivada em todas as regides, com uma consequente diversidade de
variedades adaptadas para cada um dos diferentes biomas, conferindo a espécie uma grande

diversidade genética. Essa grande variabilidade genética reflete em inumeros aspectos da
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planta, como o préprio conteudo de carboidrato das raizes [6] que ¢ uma das caracteristicas
mais analisada, apesar de influenciada por um lado por diversos fatores, como clima, tipo de
solo, tratos culturais e disponibilidade hidrica e por outro influencia o rendimento e a qualidade

dos diferentes produtos, como farinha, fécula e raspa.

2. Produciao

A producdo nacional de mandioca em 2016 foi de 24.056 milhdes de toneladas,
apresentando crescimento da ordem de 3,9% em relacdo a 2015. Esse aumento de produgao
refere-se principalmente as regides Norte, Sudeste e Centro Oeste, restando para o Nordeste
uma resposta negativa de crescimento, resultado dos ultimos anos de seca que atingiram
fortemente a regido.

Apesar do decrescimento da producao na regido Nordestina, a mandioca € cultivada em
todos os estados do Nordeste, tendo papel destacado na alimentagcao humana e animal e também
como matéria-prima em inimeros produtos industriais. Essa atividade também se constitui em
uma importante fonte de geracdo de emprego e renda na regido. Dentre os principais estados
produtores no Nordeste destacam-se: Bahia, Maranhao, Ceara, Sergipe ¢ Pernambuco.

As regides Norte e Nordeste destacam-se como principais consumidoras de mandioca,
principalmente sob a forma de farinha, apesar de diversos outros produtos preparados com as
raizes apresentarem atualmente forte inser¢ao na cultura alimentar local [7].

A mandioca € uma espécie com grande capacidade para esgotar o solo onde desenvolve-
se. Para evitar esse problema, ¢ importante efetuar medidas que amenizem a situacao. O uso de
residuos organicos [8] e o cultivo de outras espécies de forma simultdnea, como, por exemplo,
com o feijdo (Phaseolus vulgaris), sorgo (Sorghum bicolor), caupi (Vigna unguiculata),
algodao (Gossypium hirsutum L.) e girassol (Helianthus annuus), em sistema agroecologico de
producdo, além de melhor aproveitar o solo nos trés primeiros meses da cultura, favorece muito

a retencao de umidade no solo, além de proporcionar reducao dos efeitos erosivos [9, 10].

3. Melhoramento da planta e Biologia molecular

Os programas de melhoramento sao importantes, pois conseguem assegurar espécies de
plantas resistentes a pragas, doencas e tolerancia a seca [11], biofortificadas [12] e com elevado
conteudo de beta-caroteno [13].

Por reunirem constituicdes genéticas de diferentes origens e de diferentes niveis de

melhoramento, os bancos de germoplasma podem constituir-se em 6timas fontes de genes para
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programas de melhoramento. Para tanto, ¢ fundamental que o melhorista conhega o
germoplasma disponivel em relagdo a variabilidade e ao desempenho agrondmico [14].

A diversidade genética da mandioca existente no Brasil representa uma ampla base
genética para programas de melhoramento genético com a cultura em todo o mundo tropical,
por concentrar genes que lhes conferem resisténcia as principais pragas e doengas que afetam
o cultivo, além de adaptagdo a diferentes condi¢des edafo-climaticas [15]. Dentro da espécie
Manihot esculenta ja foi identificada diversidade genética para quase todos os caracteres
estudados, incluindo aqueles de natureza rnorfologica, agrondmica, de resisténcia as principais
pragas e doengas e de qualidade [16].

No semiarido Nordestino a diversidade genética da mandioca, assim como de outras
espécies, surpreende e ¢ alvo de investimentos em programas de conservacao e melhoramento
das plantas que duram muitos anos [17, 10], permitindo a escolha de materiais mais adaptados
para os diversos fins.

Trabalhos de pesquisa e revisdes [18], onde os autores conseguiram identificar ESTs
(sequéncia genética expressa) de mandioca € um recurso valioso para o estudo da diversidade
genética, resisténcia ao estresse, crescimento e desenvolvimento, ndo s6 na mandioca, mas
também outros membros da familia Euphorbiaceae. Enquanto estes trabalhos ndo chegam a
resultados mais conclusivos pode-se alertar para manejo mais adequados, principalmente em
areas como no semiarido onde até mesmo a dgua de pocos, por exemplo, surge como um
material relevante no sistema de producdo e precisa ser utilizada com bastante atengdo. Em
algumas situacdes mesmo tendo acesso apenas a 4gua com niveis razoaveis de sais, ¢ possivel
proceder o manejo da cultura da mandioca de forma satisfatoria (Figura 2), bastando observar

as doses de agua e o solo e a drenagem da area.

Figura 2. Area de mandioca cultivada com 4gua de pogo na comunidade Caigara, Petrolina-PE.
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4. As variedades e os descritores morfolégicos

A produtividade e a qualidade dos derivados de mandioca sdo dependentes da
capacidade produtiva e das caracteristicas do material genético utilizado. Todavia, o sucesso da
atividade depende do manejo correto da cultura, utilizando praticas e insumos que permitam
que a variedade expresse todo potencial produtivo [19]. Alguns de seus genotipos se adaptam
melhor que outros para produgdo de raizes e parte aérea, mesmo em regides semiaridas [9],
porém as condi¢des edafoclimaticas dessas regides muitas vezes restringem o crescimento e
produgao.

O uso das raizes das diversas variedades de mandioca ¢ conhecido em todas as regides
do Brasil, tanto para a industria, transformada em fécula, povilho, farinha, etc., quanto para
mesa, utilizada na forma cozida ou no preparo das mais variadas receitas doces e salgadas [20].

Existem variedades de mandiocas adaptadas a cada regido brasileira, seu cultivo vai
depender principalmente de fatores como clima e solo. A espécie ¢ cultivada de Norte a Sul do
Brasil, revelando grande plasticidade genética, capacidade de adaptacgao a diferentes condi¢des
climaticas ¢ rusticidade [21].

As variedades mais plantadas de mandioca na regido do Vale do Sao Francisco sdo as
Recife (TSA 138) e Brasilia (TSA128 ) tidas como cultigenos, isto €, sdo conhecidas sempre
em seu estado de cultivo [22] e, a Engana Ladrdo (BGM 1269) que possui esse nome por ser
fenotipicamente parecida com as variedades de mesa. Apresenta produtividade de raizes e parte
aérea superior a outras variedades [9] e alto teor de HCN em todas as partes da planta.

As variedades Recife e Brasilia tem suas raizes destinadas principalmente ao consumo
humano, sdo identificadas como mandiocas de mesa, suas ramas sdo aproveitadas para a
alimenta¢do animal, visto que o teor de HCN presentes tanto nas folhas quanto nas raizes esta
abaixo de 50 mg/kg. Ja a variedade Engana Ladrao ¢ utilizada principalmente para producao de
farinha, consumo animal apds secagem das partes da planta, pois apresenta niveis altos de HCN
acima de 100 mg/kg de polpa fresca.

Para caracterizar essas variedades existe a necessidade de buscar ferramentas que as
diferencie tanto geneticamente quanto fenotipicamente. Na Figura 3 tem-se exemplo da
diversidade que existe entre as variedades de mandioca, principalmente utilizadas na regido
semiarida, refor¢ando mais ainda a variedade de caracteristicas que podem estar associadas as
diferentes variedades.

Os descritores morfologicos sdo utilizados para caracterizar e identificar as plantas

presentes nos bancos de germosplasmas distribuidos em todo pais. Os principais descritores
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utilizados na caracterizacdo de plantas de mandiocas sdo, cor da folha apical, forma do 16bulo
central, cor do peciolo, cor do cortex do caule, cor externa do caule, cor externa da raiz, cor do
cortex da raiz, cor da polpa da raiz, cor da folha desenvolvida, nimero de 16bulos, cor da
epiderme do caule, habito de crescimento do caule, cor dos ramos terminais nas plantas e habito
de ramificagdo [23].

Estes descritores podem nao ter necessariamente aplicacdo direta no melhoramento
genético, porém permitem identificar e diferenciar os acessos no campo [23] e sdo importantes
na descricao e interpretagdo fenotipica dos acessos duplicados na colegdo, e os caracteres
agrondmicos para a selecdo de variedades com potencial de uso a curto prazo pelos agricultores
ou para uso como parentais em trabalhos de cruzamentos [24, 15].

A caracterizacdo e avaliagdo através de caracteristicas qualitativas e quantitativas,
associado ao uso conjunto dos métodos de agrupamento, servem de suporte para trabalhos de
melhoramento mais eficientes [25].

De acordo com [26] os acessos de mandioca do Brasil estao distribuidos em sete bancos
ativos de germoplasma regionais, localizados na Amazoénia (Oriental e Ocidental), Tabuleiros
Costeiros, Semidrido, Cerrados, Subtropico e em Campinas-SP. Apesar da reconhecida
variabilidade genética existente nesses bancos, o germoplasma de mandioca tem sido pouco
estudado, sob o ponto de vista genético.

Os caracteres morfoldgicos ndo sao eficientes na diferenciagao entre mandiocas mansas
e bravas [14]. As mandiocas consideradas bravas sdo aquelas que apresentam nas raizes acima
de 100mg/kg de acido cianidrico, enquanto as mansas sdo as que possuem abaixo desse
conteudo. Essa analise s6 pode ser feita em laboratorio, e € muito util para diferenciar os tipos
de raizes, mantendo maior seguranga na escolha de variedades aptas ao consumo humano.

Apesar da escolha da variedade depender muito das condi¢des edafoclimaticas locais e
da preferéncia dos consumidores, atualmente algumas caracteristicas destacam-se em diversas
variedades e valorizam mais amplamente seu uso como, por exemplo, a quantidade de amido.
Essa caracteristica, que nao se relaciona com os descritores principais da planta, pode ser
verificada por métodos simples e favorecem a escolha de materiais que tenham maior

rendimento nas fecularias e moinhos, por exemplo.
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Figura 3. Caracteristicas morfologicas com base nos descritores principais de Manihot esculenta Crantz, cultivar
Brasilia (A), Recife (B) e Engana Ladrio (C) coletadas no Campo Experimental da Embrapa Semiarido, Petrolina-
PE. 2017. Detalhe, na coluna da direita, para a cor do cortex do caule (acima) e externa do caule (abaixo).

Teor de Acido Cianidrico
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A mandioca é uma planta cianogénica, isto €, contém compostos cidnicos, comumente
chamados de cianoglicosideos, e enzimas capazes de degradar esses compostos e liberar acido
cianidrico (HCN), que ¢ o principio toxico dessa planta [19].

Quanto ao seu potencial toxico, as mandiocas podem ser classificadas em: inofensivas
ou mansas (menos do que 50 mg HCN/Kg raizes frescas), moderadamente venenosas (entre 50-
100 mg HCN/Kg de polpa fresca), e perigosamente venenosa, popularmente conhecida como
mandioca brava (acima de 100 mg HCN/Kg) [27, 28].

Entre os glicosidios cianogénicos presentes, o mais abundante ¢ a linamarina (85%),
produzida nas folhas e transportada até as raizes e que, em contato com a enzima linamarase,
libera (HCN) [29]. Isto proporciona um sistema de dois componentes que ¢ ativado por
rompimento celular (por exemplo, durante processamento de alimentos ou pela mastigagao de
insetos). A cianidrina formada pela acdo da b-glucosidase subsequentemente dissocia-se em
uma cetona ¢ HCN téxico [30, 31].

A concentragdo dos glicosideos cianogénicos ¢ varidvel nas diferentes espécies de
plantas, e numa mesma espécie varia dependendo do clima e outras condi¢gdes que influenciam
o crescimento da planta como adubacao nitrogenada, deficiéncia de 4gua e idade da planta, pois
quanto mais nova e de crescimento rapido, maior serd o seu teor em glicosideos cianogénicos
[32]. Autores [33], trabalhando com a cultivar Aciolina, identificaram que o aumento de doses
de nitrogénio proporciona aumento de forma quadratica dos teores de HCN nos tecidos da
planta de mandioca. Esses mesmos autores encontraram ainda que os teores de nitrogénio
reduzem com a idade da planta e variam nas diversas partes desse vegetal, sendo que € no cortex
da raiz onde sdao encontradas as maiores concentragoes de HCN.

Os compostos cianogénicos estao relacionados com a defesa da planta contra o ataque
de insetos herbivoros [34]. Algumas variedades possuem menores concentragdes de compostos
cianogénicos e por isso sdo utilizadas em intimeras formas de aproveitamento [24] sem a
preocupacao com esse composto que pode ser toxico para os animais € ao proprio homem.

As raizes de mandioca possuem composicdo quimica variada, conforme as diversas
variedades, destacando-se a presenga de potéassio, calcio, magnésio e os altos conteudos de
amido que conferem a essa espécie a condi¢do de produto amilaceo na alimentacdo humana e

fonte de carboidrato (energético) se usada na composi¢do de ragdo para os animais.

6. Aproveitamento: Alimentacio humana e animal
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A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pode ser destinada ao consumo humano e
animal (ruminantes e herbivoros ndo ruminantes) , podendo-se aproveitar as raizes, excelente
fonte de energia, as ramas (parte aérea), ricas em proteina, € os subprodutos da industrializagao
[36].

Uma das formas mais comuns de aproveitamento das raizes de mandioca ¢ na fabricacao
de farinha seca torrada. No Brasil existem as mais diversas formas de industrializagdao das
raizes, das maiores, com capacidade de processamento de milhares de toneladas/dia, até as
artesanais que funcionam sazonalmente em periodos de safras com mao de obra familiar. Esses
ambientes sdo conhecidos como casas de farinha, muito comuns no interior do Nordeste e além
do processamento das raizes para o preparo da farinha torrada, abrigam diversos costumes e
tradi¢Oes desse.

Atualmente com o grande apelo midiatico e médico mundial por uma alimentagdo mais
saudavel baseada em alimentos funcionais, a mandioca tem ocupado um espago consideravel
na mesa das pessoas bem como nas prateleiras dos supermercados, principalmente por ser um
componente que participa de pratos doces, salgados e neutros e atende aos paladares mais
exigentes, inclusive das pessoas que tem intolerancia ao gluten. Esse aspecto, associado a
versatilidade das raizes da mandioca, permite aos celiacos uma gama enorme de opcdes para
suprir suas refeicdes com pratos saborosos e sem gluten.

A parte aérea das euforbiaceas pode ser uma alternativa para aumentar a viabilidade
econdmica e a produtividade da pecudria dessa regido durante o periodo critico, visto que
possuem alto valor nutritivo e boa aceitabilidade pelos animais. Devem ser fornecidas na forma
de feno ou silagem, para maior periodo de utilizagdo e para evitar problemas de intoxicagao
com glicosideos cianogénicos. Para o preparo de feno ou raspas das raizes as comunidades
utilizam terreiros construidos para esta finalidade (Figura 4). Normalmente esses locais sdo de
uso comum, € a associagdo de moradores ou produtores local trata da administragcdo do uso.
Além da secagem de material proveniente do mandiocal esses terreiros de secagem também
servem para outras atividades sendo algo muito util nas comunidades carentes do semiarido.

Mesmo em ambiente semiarido ¢ possivel alcancar produtividade satisfatoria de parte
aérea e raizes de mandioca se forem tomadas algumas medidas de corre¢ao do solo, caso este
possua acidez elevada e ou adi¢do de residuos organicos encontrados localmente, favorecendo
substancialmente a disponibilidade de nutrientes e conservacao do solo [37]. O estudo de [9]
conseguiram mostrar produtividades maiores que o dobro da média nordestina na regido de
Acaud, com praticas simples e variedades mais adaptadas aquela regido, o que € uma opgao

para alimentag¢do dos animais, principalmente com uso da parte aérea.
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Figura 4. Terreiro de secagem de raspas de raizes ou parte aérea de mandioca. Petrolina-PE.

Diversas culturas além da mandioca tém sido vistas como alternativas forrageiras para
a regido semiarida do Nordeste do Brasil, principalmente tendo em vista o crescimento
exponencial do rebanho caprinovino nos ultimos anos. A facilidade de criagdo de caprinos e
ovinos diante da condi¢do climatica que favorece a sanidade animal atrelada aos fatores
econdmicos como mercado crescente para a carne caprinovina sao algumas das razdes para o
aumento do rebanho nos tltimos anos.

A utilizagdo da parte aérea da mandioca na alimentagdo animal justifica-se ainda pelo
elevado teor protéico, boa producdo de forragem e necessidade de aproveitar subprodutos

agricolas nao utilizados na alimentacdo humana [6].

7. Pragas e Doencas

Além das formigas e dos cupins, as pragas mais comuns na cultura da mandioca sdo:
mandarovas, acaros, cochonilhas, percevejos-de-renda, tripes, moscas-brancas, moscas do
broto, brocas do caule e escamas [38].

O mandarova ¢ um dos insetos-praga mais importante desta cultura, devido ao sério
desfolhamento que pode causar com a consequente diminuicdo nos rendimentos. Altas
populagdes deste inseto podem desfolhar rapidamente grandes extensdes de plantio. Quando o
desfolhamento ocorre durante os primeiros meses do cultivo ha uma redugdo nos rendimentos

e as plantas jovens podem morrer [39].
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O 4caro verde reside e alimenta-se de folhas jovens e hastes verdes das plantas de
mandioca (Figura 5 A) e aumenta a sua densidade de populacdo durante os estagios de transicao
[40] evidenciado por pontuagdes amareladas nas folhas, o que ocasiona desenvolvimento de
ramos deficientes (Figura 5B).

Segundo [41] as cochonilhas sdo especializadas e sua aparéncia ndo lembra um inseto
(Figura 5C), tomam um formato de escamas e geralmente se aderem as plantas causando
encarquilhamento das folhas (Figura 5D), além de se alimentarem até completar a fase adulta.

Na Asia uma das maiores preocupagdes é com a praga causada pelo inseto Phenacoccus
manihoti, ele provoca graves distor¢des de brotos terminais, amarelecimento e ondulagao de
folhas, entrenés reduzidos, baixa estatura, e enfraquecimento das hastes usadas para a
propagacao da cultura [42].

As principais doengas que ocorrem nas culturas de mandioca no Brasil podem ser
causadas por: fungos (antracnose, superalongamento, podriddo de raizes, cercosporiose,
ferrugem); bactérias (fitoplasma-bacteriose, superbrotamento, podridao de hastes, filodia);
virus (mosaicos) e protozoarios (chochamento) [38].

A podriddo radicular ¢ uma das doengas de maior importancia na cultura da mandioca
na regido Nordeste do Brasil, e pode ser atribuida a muitos patégenos, incluindo fungos como
Fusarium sp. A busca de resisténcia a essa doenca ¢ sempre um dos principais objetivos dos

programas de melhoramento da mandioca em todo o mundo [43].
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Figura 5. Presenca (A) e sintomas de acaro (B) e cochonilha (C ¢ D) em folhas de mandioca (Manihot esculenta
Crantz).
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Resumo

As bactérias endofiticas sao aquelas que sao conhecidas por colonizarem as estruturas internas
de plantas sem ocasionarem danos. O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de
bactérias endofiticas isoladas nos tecidos de plantas de mandioca (M. esculenta), bem como
testar suas atividades antimicrobianas. Para o estudo das bactérias endofiticas foram utilizadas
duas cultivares de mandiocas, Recife e Engana Ladrdo. Os isolados oriundos das partes das
plantas (folha, caule, ramos primdrios, ramos secunddrios, raiz, raiz de absorc¢do) e, também
amostras da rizosfera das plantas foram inoculados em meios especificos (NA-azida, NA, ACA
e NYSM, os trés ultimos suplementados com nistatina) a temperatura de 28°C. Nos resultados
ndo foram observadas diferengas significativas entre os meios de culturas utilizados na
quantidade de bactérias isoladas. Sobretudo, a frequéncia de bactérias foi maiores nas raizes e
menores nos ramos secundarios, nas duas cultivares analisadas. As colonias isoladas foram
caracterizadas fenotipicamente. A populacdo de bactérias encontradas nas duas cultivares de
mandioca apresentou variagdo. De maneira geral, as duas cultivares mostraram coloniza¢ao por
bactérias endofiticas dos géneros: Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia,
Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas. Os géneros
Pantoea, Cronobacter foram encontrados somente na cv. Recife e os Microbacterium e
Stenotrophomonas na cv. Engana Ladrdo. O género Pseudomonas mostrou-se 0 mais
representativo para as duas cultivares de mandioca. No ensaio de atividade antimicrobiana foi
detectada atividade inibitoria entre as bactérias testadas das duas cultivares selecionadas e

fungos patogénicos (Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Botryosphariria
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dothidia e Colletotrichum dianesii) variando a frequéncia de inibi¢do, isso possibilita indicar

estas bactérias como um excelente potencial de uso para o controle biologico.

Palavras- chave: endofiticos, bactérias, diversidade e antibiose.

Introduciao

As interacdes plantas/micro-organismos tém recebido maior ateng¢do nos ultimos anos.
Além das interagdes patogénicas, que podem causar prejuizos ao desenvolvimento, outras
formas de interacdo podem ser neutras ou até mesmo benéficas. Uma grande diversidade de
microrganismos tem sido identificada colonizando intimamente os mais diferentes o6rgaos e
tecidos vegetais. Sua origem ainda resta a ser esclarecida, podendo ser oriunda do solo, agua
ou atmosfera, mas também podem levadas de uma geracdo a outra pelos 6érgaos propagativos.
Esses micro-organismos sdo considerados endofiticos, geralmente fungos e bactérias que
habitam o interior da planta sem causar danos aparentes ao hospedeiro (PEIXOTO NETO et al.
2002; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Sao distintos dos epifiticos, que vivem na superficie
dos orgaos e tecidos vegetais.

Embora tenham sido descritos a partir do século XIX, os micro-organismos endofiticos
sO receberam atengdo ha pouco mais de 20 anos, quando se verificou que eles possuem
capacidade de proteger seus hospedeiros contra pragas e até herbivoros domésticos, como, por
exemplo, ovinos e bovinos (AZEVEDO et al. 2000). Segundo SOUZA et al. (2004), os
endofitos encontrados nos vegetais t€ém despertado o interesse da comunidade cientifica,
especialmente por seus potenciais na producdo de metabdlitos de interesse econdmico,
incluindo os relacionados as plantas hospedeiras. Os géneros de bactérias endofiticas
habitualmente mais isolados incluem Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Pseudomonas e Xanthomonas, que tem sido obtidos uma diversidade de plantas cultivadas
como mandioca (TEIXEIRA et al. 2007), banana (SOUZA et al. 2013), milho (PISARSKA e
IETR, 2015), feijao (COSTA et al. 2012).

Seja pela incorporagdo de nutrientes, como o nitrogénio, ou pela produgdo de
metabolitos antibidticos ou similares a hormonios vegetais, os micro-organismos endofiticos
afetam o desenvolvimento vegetal e sua interacdo com o meio ambiente. Algumas destas
caracteristicas comecaram a ser exploradas na producdo agricola, como a promocao de
crescimento (BARRETTI et al. 2009; SILVA et al. 2009), solubilizam fosfatos (ASSUMPCAOQ
et al. 2009), fixacao de nitrogénio (MOREIRA et al. 2010) e controle biologico (CHAURASIA
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et al. 2005). A inibi¢do de processos patogénicos pode ser feita por diferentes mecanismos de
acdo, tais como, sintese de substincias antimicrobianas, competi¢do por espaco e nutriente,
secrecao de enzimas liticas, alteragdo de pH e/ou sintese de compostos volateis (GARCIA et al.
2013).

A promocao do crescimento das plantas por bactérias endofiticas pode ser resultante de
acoes indiretas, como por exemplo, a supressdo de doengas, ou de agdes diretas, como a
producao de fitohormonios, fixacdo do N> atmosférico, solubiliza¢ao de fosfatos minerais ou
outros nutrientes do solo, oxidagdo do enxofre, aumento da permeabilidade das raizes e
producdo de sideréforos (TAN e ZOU, 2001). O mecanismo de promocao do crescimento
vegetal por endofitos é, portanto, um processo complexo, que pode ser influenciado por
diversos fatores bioticos e abidticos (BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2001).

A mandioca (M. esculenta) € uma planta heliofita pertencente a familia Euphorbiaceae,
fonte de nutrientes e calorias para alimentacdo humana e animal. Todas as espécies de Manihot
sdo nativas de regides tropicais do Novo Mundo, particularmente no Brasil e no México
(NASSAR et al. 2008; FERREIRA et al. 2009). Embora se conhega em profundidade a
associa¢do da mandioca com fungos micorrizicos, poucos estudos promoveram o isolamento
de bactérias endofiticas, avaliando sua diversidade ou potencial biotecnoldgico. Neste contexto,
0 objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de bactérias endofiticas isoladas nos tecidos
de plantas de mandioca (Manihot esculenta Crantz), bem como testar suas atividades

antimicrobianas.

Metodologia
Coleta e armazenamento das plantas

Foram selecionadas duas variedades de mandiocas (M. esculenta): cultivar Recife e
cultivar Engana Ladrao, coletadas aos 8 meses de desenvolvimento (periodo em que as plantas
sao coletadas para comercializacao) no Banco de Germoplasma (BAG) da Embrapa Semiarido,
Petrolina-Pernambuco (22°25'14"S, 47°15'52"W) mantidas no campo sobre sistema de
irrigagdo. No local da coleta, foram retiradas trés plantas em pontos diferentes do plantio.

As plantas foram levadas ao laboratério, lavadas com agua corrente e, também com agua
destilada, fragmentadas em folhas, raizes, raizes de absorcao, caule, ramos primarios, ramos

secundarios, e mantidas por 24 horas em refrigerador 5° C para analises posteriores.
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Desinfec¢ao e Isolamento das Bactérias endofiticas

Foram utilizados folhas, raizes, raizes de absorcdo, caules, ramos primarios, ramos
secundarios saudaveis de cada variedade, submetidos ao processo de desinfeccao, segundo
PEREIRA (1993). Além desses fragmentos uma por¢ao do solo, referete a rizosfera foi coletada
a fim de verificar as bactérias presentes nesta interface. Os materiais foram fragmentados (1 a
3cm), desinfestados e colocados sobre diferentes meios de cultura sélidos (ACA-Amido-
Caseina-Agar (KUSTER ¢ WILLIAMS, 1964); NA-Agar nutriente- peptona de carne, NaCl,
extrato de carne, extrato de levedura; NYSM- caldo nutriente, extrato de levedura, MnCl,,
MgCly, CaCl; (YOUSTEN, 1984)). Para cada parte das plantas e para cada planta foram feitas
3 repetigdes dos meios de cultura, com 7 fragmentos do tecido vegetal por placa.

Os meios de cultura ACA, NA e NYSM foram suplementados com 1.000 pL mL"! de
fungicida nistatina 0,1g/L. No intuito de obter somente bactérias endofiticas gram positivas, foi
elaborado um meio de cultura NA suplementado com 1.000 pL mL™! de azida 0,1g/L,
perfazendo um total de quatro meios utilizados no experimento.

Em relacao as amostras coletadas da rizosfera, apds peneiramento, o solo foi pesado (1
g) e adicionado em 9 mL de NaCl 0,15 M, realizando sucessivas dilui¢des seriadas até 107. O
volume utilizado no plaqueamento foi de 100 pL das diluigdes 10 e 10”7 para o isolamento das
bactérias.

Todas as placas foram incubadas em estufas de laboratorio a 28° C. Cada coldnia isolada
foi purificada por esgotamento por estrias, seguido do seu cultivo em tubos contendo o meio de
cultura especifico. Os isolados foram preservados com glicerol 20% em freezer. A avaliagdo
do crescimento microbiano teve inicio apos 24 horas de incubacgao e prosseguiu por um periodo

de 15 dias.

Caracterizacio fenotipica dos isolados

As colonias isoladas foram observadas para as seguintes caracteristicas: forma,
tamanho, elevacao, bordas, estrutura, brilho, cor, aspecto, muco, biofilme e pigmento no meio
(Tabelal). Essas caracteristicas foram convertidas em dados binarios empregados em analise

de cluster usando o Stat Past como programa padrao.
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Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas de bactérias endofiticas isoladas de plantas de mandioca.

Caracteristicas
Forma Circular, irregular, rizoide, filamentosa e puntiforme
Elevagao Concava, elevada, ondulada, protuberante, achatada e
convexa
Bordas Lisa, laceradas, lobadas, filamentosas e onduladas
Estrutura Lisa, granulosa, filamentosa e rugosa
Brilho Transparente, translucida e opaca
Cor Incolor e pigmentada
Aspecto Viscosa, umida, membranosa, leitosa, aveludada e
algodonosa
Biofilme Sim ou nao
Pigmento no meio Sim ou nao

Em um primeiro procedimento as caracteristicas morfologicas foram analisadas nos
isolados para cada 6rgao estudado, resultando assim em 7 dendrogramas especificos. Apos essa
analise foram selecionados em torno de 10% dos isolados de cada chave nos 6rgdos, em um
total de 103 isolados da cultivar Recife e 107 isolados da cultivar Engana Ladrdo. Todas as
bactérias que apareceram isoladas no dendrograma foram selecionadas. Com esses niumeros de
isolados foi feita uma nova selegao de 44 bactérias por cultivar para trabalhar com os testes de

atividade antimicrobiana e apresentagdo das caracteristicas fenotipicas e morfologicas.

Diversidade das Bactérias Endofiticas Isoladas
Com os dendrogramas finais das duas cultivares selecionadas, observou-se o
agrupamento dos isolados em diferentes chaves. Com o intuito de verificar a diversidade das

bactérias endofiticas em plantas de mandioca os isolados foram analisados a nivel molecular.

Identificacao das Bactérias em nivel molecular

Extracao de DNA
Os isolados foram inoculados em 5 mL de meio 4gar nutriente liquido e incubados por

24-48 horas a 28°C. Apods esse periodo, cada cultura bacteriana foi colocada em tubos de 1,5
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ml, centrifugada por 3 min a 13000 rpm, e em seguida o sobrenadante foi descartado. O
precipitado ressuspendido em 200 ul de solucao de lise celular e incubado por 5 minutos a 80°
Celsius. Posteriormente, adicionado 1 pl da solucdo de RNAse, levados ao banho-maria por 20
minutos a 37° C e, apds essa fase adicionou-se 67 pl da solugdo de precipitagdo de proteinas e
com leve agitacdo em vortex. As amostras foram incubadas por 5 minutos no gelo e
centrifugadas por 3 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi transferido para tubo novo
contendo 200 pl de alcool isopropilico, centrifugado por 3 min a 13000 rpm e descartando o
sobrenadante. Em seguida, adicionou-se alcool 70% e centrifugou-se as amostras por 3 min,
aspirar o alcool, deixar secar por 15 minutos e ressuspender com 50 pl da solu¢do de reidratagao

do DNA, incubar por 60 minutos a 65° C e estocar as amostras a -20° Celsius.

PCR - 16S

O DNA extraido também foi submetido a reagcdo de amplificacdo da regido conservada
16S tRNA para estudos de taxonomia e filogenia, utilizando os primers 27F
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) e 1492R  (5°GGTTACCTTGTTACGACTT3’)
(HAYASHI et al. 2005). Ap6s reacao o produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1,0% a 180 V, por 2 horas, em cuba da BioRad. As amostras foram coradas em solug¢ao
corante contendo gel red e as bandas observadas em trans-iluminador com iluminagdo
ultravioleta e fotografadas com camera digital. Foi utilizado o marcador molecular de 1Kb

como referéncia para as amostras.

Purificacdo das Amostras da PCR

Para a purificacao, foi utilizado o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, da
Amersham Biosciences — GE Healthcare, para a retirada de contaminantes como &acidos
humicos e restos celulares (proteinas, polissacarideos e acidos graxos) que podem prejudicar a
amplificacio do DNA gendmico através de PCR. Apds purificagdo as amostras foram
encaminhadas para sequenciamento.

A sequéncia obtida a partir do sequenciamento do produto de amplificacdo foi
comparada com todas as sequéncias no Ezbiocloud, banco de dados especifico para Bactérias
e Archaea, representada por sequéncias genéticas e gendmicas do gene 16S rRNA, a construcao

das arvores filogenéticas foi realizada pelo software Mega.

Ensaio da atividade antimicrobiana em meio solido
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As 44 bactérias endofiticas isoladas das duas cultivares foram submetidas aos ensaios
antimicrobianos em meio sélido, segundo a metodologia descrita por [CHIKAWA et al. (1971).
Os meios de cultura utilizados nesse experimento foram agar nutriente (NA, Difco) e batata-
dextrose-agar (BDA, Himedia), sem suplementacdo de agentes inibidores.

Os patogenos testados foram os fungos, Lasiodiplodia theobromae, agente casual da
morte descendente, murcha, podridao basal de frutos, cancro de tronco e de ramos da mangueira
(PEREIRA et al. 2006), Neofusicoccum parvum responsavel pela queima dos botdes florais,
necroses em flores e frutos (BATISTA et al. 2012); Botryosphaeria dothieia promotor da
murcha das folhas, seca de ramos e galhos, culminando com a necrose da planta (CHEN, 2011)
e Colletotrichum dianesii responsavel pela antracnose que incide em todos os 6rgaos das plantas
(OJEDA etal. 2012), esses fungos tem como caracteristica comum causar podridao pos-colheita
na cultura da manga, que ¢ uma das pricipais culturas cultivadas na regido Vale do Sao
Francisco.

Cada fungo foi cultivado em forma de “tapete” em placas de Petri com meio BDA, de
2 a 7 dias, a 30°C; em seguida, blocos de gelose de 5 mm de didmetro foram retirados para o
ensaio antimicrobiano. As bactérias selecionadas foram cultivadas em placas nos meios de
cultura especificos, por 24 horas, a 30° Celsius.

As Bactérias isoladas foram riscados a uma distancia de aproximadamente 3 cm do
patogeno que foi colocado no centro da placa de Petri contendo meio de cultura especifico para
cada ensaio (BDA ou NA). Apds 24 horas as primeiras leituras dos halos de inibi¢do foram
feitas, e essas leituras diarias foram até 15 dias de avaliagdo. Determinou-se a atividade
antagdnica pela mensuracao da inibicdo do micélio do fungo patogénico em comparagdao com
o controle que continha apenas o patdégeno ao centro da placa.

Todos os testes foram realizados em triplicata e as médias obtidas posteriormente
mensuradas. Para avaliar o potencial de inibi¢do das bactérias endofiticas nos fungos
patogénicos, calculou-se a porcentagem dos tratamentos pela formula: [% =

[

P Ti)/ C-] x100, na qual C; representa o crescimento radial do micélio do fungo i; 7; € o
L

crescimento radial do micélio do fungo i em cultivo pareado. Os dados obtidos foram

o . fX (i . S
transformados utilizando a equagdo X';; = arcseno |V / 100 » Onde Xj; sdo os valores originais

e X' os valores transformados, e submetidos a andlise estatistica pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Resultados

Isolamento das Bactérias endofiticas

Um total de 802 bactérias foram isoladas de folhas, raizes, raizes de absorcao, caules,
ramos primarios, ramos secunddrios e rizosfera das plantas de mandiocas. Destas 446
pertenciam a cv. Recife e 356 a cv. Engana Ladrao. Esses numeros de isolados foram obtidos a
partir da visualizacdo de colonias morfologicamente diferentes em cada fragmento. O niimero

de isolados segundo os meios de cultivos utilizados sdo mostrados na Figural.
35 1

® NAA = NAN ®ACA ®ENYSM

30

25

20

15

10

Folha Raiz Caule Raiz Ramos Ramos Rizosfera
Absorcao Primdrios Secundarios

Figura 1. Numero de bactérias endofiticas isoladas em relagdo aos meios de cultura utilizados. A- cultivar Recife
e B- cultivar Engana Ladrao.

Nao houve diferencas entre os meios de cultura utilizados na quantidade de bactérias
isoladas (Figura 1). J& a frequéncia de bactérias foi maior nas raizes (Recife, 21,7%; Engana
Ladrao, 21,5%) e menores nos ramos secundarios (Recife, 2,5%; Engana Ladrao, 7,5%), nas

duas cultivares analisadas (Figura 1).
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Caracterizacio fenotipica dos isolados

Na caracterizacdo fenotipica dos isolados, observou-se que grande parte das
caracteristicas se repetiam. Dessa forma, houve a necessidade de agrupa-los em um niimero
menor para que as avaliagdes posteriores fossem realizadas (Figura 2).

Considerando as caracteristicas fenotipicas (Tabela 2), para a cv. Recife a maioria dos
1solados apresentaram forma irregular (52%), com elevacao convexa (39%), bordas (41%) e
estrutura lisas (52%), sendo transltiicidas (61%), mas em alguns casos apresentaram coloragao
amarela, a maioria com aspecto viscoso (55%) e producdo de biofilme (52%) e sem
pigmentacdo no meio de cultura.

Da mesma forma comportou-se a cv. Engana Ladrao, forma-convexa (65%), com
bordas (70%) e estrutura lisas (79%), translucidas (61%), e em alguns casos tinham coloragao
amarela, a maioria com aspecto viscoso (55%) e producao de biofilme (52%), sem pigmentagao

no meio de cultura, modificando somente a forma de crescimento, puntiforme (49%).
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Figura 2. Dendrograma de similaridade baseados nas caracteristicas fenotipicas entre as bactérias endofiticas
isoladas de plantas de mandioca. A. Cultivar Recife (FR- folha, RR-raiz, CR-caule, RAR-raiz de absor¢do, RPR-
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Tabela 2. Distribuicdo percentual dos isolados bacterianos de acordo com a caracterizagao

fenotipica dos isolados endofiticos de mandioca utilizados no ensaio de atividade

antimicrobiana
Caracteristicas (%)

Recife Engana Ladrao

Forma Circular (27), irregular (52), Circular (21), irregular (21),
rizéide (2), filamentosa (2) e rizéide (2), filamentosa (7) e
puntiforme (16) puntiforme (49)

Elevacao Elevada (14), ondulada (18), Concava (2), elevada (16),
protuberante (25), achatada (5) e  ondulada (2), protuberante (7),
convexa (39) achatada (9) e convexa (65)

Bordas Lisa (41), laceradas (13), Lisa (70), laceradas (2),
lobadas (7), filamentosas (2) e lobadas (7) e onduladas (21)
onduladas (36)

Estrutura Lisa (52), granulosa (11), Lisa (79), granulosa (2),
filamentosa (5) e rugosa (32) filamentosa (2) e rugosa (16)

Brilho Translucida (61) e opaca (39) Transparente (4), translticida

(63) e opaca (33)

Cor Incolor (59) e pigmentada (41) Incolor (40) e pigmentada (60)

Aspecto Viscosa (55), umida (25), Viscosa (53), umida (40),
membranosa (16) e leitosa (4) membranosa (2) e leitosa (5)

Biofilme Sim (52) e nao (48) Sim (14) e ndo (86)

Pigmento no meio  Sim (2) e ndo (98) Sim (7) e ndo (93)

Diversidade das Bactérias Endofiticas em diferentes orgaos de mandioca

De acordo com os resultados obtidos do dendrograma com as caracteristicas fenotipicas

dos isolados, foram selecionados 22 isolados representantes dos agrupamentos morfoldgicos da

CV.

Recife e 44 representantes da cv. Engana Ladrdo. As bactérias endofiticas foram

sequenciadas na regido 16S, sendo realizada busca por maxima identidade no programa

EzBioCloud. A maioria das sequéncias geradas mostrou similaridade igual ou superior a 99%

com sequéncias presentes no banco de dados.

Tabela 3. Principais géneros de bactérias endofiticas encontradas em cultivares de mandioca.

Orgios Recife Engana Ladrao
Folhas Curtobacterium Bacillus
Microbacterium
Ramos Secundarios Pseudomonas Curtobacterium
Pseudomonas
Ramos Primarios Curtobacterium Bacillus
Enterobacter Stenotrophomonas
Kosakonia Pseudomonas
Microbacterium
Caule Enterobacter Rhizobium
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Rhizobium Curtobacterium
Bacillus
Kosakonia
Enterobacter
Raiz Enterobacter Pseudomonas Enterobacter
Rhizobium Bacillus
Pantoea
Cronobacter
Raiz de Absorgao Pseudomonas Bacillus
Enterobacter Pseudomonas
Stenotrophomonas
Rizosfera Enterobacter Bacillus

A populagdo de bactérias encontradas nas duas cultivares de mandioca apresentou
variagcdo. De maneira geral, as duas cultivares mostraram coloniza¢ao por bactérias endofiticas
dos géneros: Curtobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Kosakonia, Rhizobium, Pantoea,
Cronobacter, Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas (Tabela 3). Os géneros Pantoea,
Cronobacter foram encontrados somente na cv. Recife e os Microbacterium e
Stenotrophomonas na cv. Engana Ladrdo. O género Pseudomonas mostrou-se mais o
representativo para as duas cultivares de mandioca.

Na construgdo das arvores filogenéticas com todas as sequéncias provenientes dos
isolados de bactérias endofiticas houve a formagao de quatro grupos diferentes para a cv. Recife
(Figura 3) e seis grupos cv. Engana Ladrao (Figura 4). Esses dados ndo correspondem com os
resultados dos dendrogramas das caracteristicas fenotipicas e morfologicas, onde é observado
que todas as bactérias endofiticas da cv. Recife se agruparam em uma mesma chave (Figura
2); enquanto as bactérias endofiticas sequenciadas da cv. Engana Ladrdo formaram somente
duas chaves principais com as caracteristicas fenotipicas e morfologicas (Figuras 2).
Observando as duas arvores filogenéticas, aparece uma inconsisténcia tanto para a cv. Recife,
quanto para cv. Engana Ladrdao. Na cv. Recife o grupo formado pelo género Rizobium
(Prototeobactéria), se associa ao grupo formado pelo género Curtobacterium (Actinobactéria).
Quando analisamos a cv. Engana Ladrao € notavel, pois o grupo formado pelo género Rizobium
(Prototeobactéria), se associa com dois grupos Curtobacterium e Microbacterium

(Actinobactérias) e, Bacillus (Firmicutes).
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Figura 3. Dendrograma de similaridade de bactérias endofiticas isoladas de diferentes orgdos de plantas de

mandioca cv. Recife por meio da técnica de 16S- rDNA. FR- folha, RR-raiz, CR-caule, RAR-raiz de absorg¢éo,
RPR-ramos primarios, RSR-ramos secundarios ¢ RZR-rizosfera.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade de bactérias endofiticas isoladas de diferentes orgdos de plantas de
mandioca cv. Engana Ladrdo por meio da técnica de 16S- rDNA. FE- folha, RE-raiz, CE-caule, RAE-raiz de
absor¢ao, RPE-ramos primarios, RSE-ramos secundarios e RZE-rizosfera.
Ensaio da atividade antimicrobiana em meio sélido

Ao cultivar as bactérias endofiticas selecionadas em meios de culturas diferentes com
cada patdgeno testado, verifica-se que houve efeito do tipo de meio de cultura sobre a produgao
de metabolitos antifungicos pelos isolados. No meio de cultura BDA a maioria das bactérias

isoladas das duas cultivares ndo produziram metabodlitos antibidticos capazes de inibir o

desenvolvimento dos fungos (Figura 5). Comparando apenas os resultados obtidos com o
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cultivo feito no meio de cultura NA, houve uma maior proporcao de isolados da cv. Recife com
halos de inibi¢do em que houve reducdo do tamanho das colonias dos patdégenos entre 21 ¢ 40%
para todos os patogenos. As bactérias endofiticas isoladas da cv. Engana Ladrao apresentam

maior propor¢ao de isolados com inibi¢do na faixa entre 41 a 60%.
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Figura 5. Taxa de inibi¢do de fungos patogénicos por bactérias endofiticas isoladas de Mandioca (Manihot
esculenta Crantz). A-vr. Recife em meio de cultura BDA, B-vr. Recife em meio de cultura NA, C-vr. Engana
Ladrdo em meio de cultura BDA, D-vr. Engana Ladrio em meio de cultura NA.
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Figura 6. Quantidade de bactérias endofiticas isoladas de Mandioca (Manihot esculenta Crantz) que com atividade
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Quando observamos quais bactérias endofiticas apresentaram maior antibiose contra os
quatro fungos testados, verificamos que no meio BDA poucos isolados promoveram inibigao.
Ao contrario, no meio NA héa um alto indice de bactérias endofiticas promotoras de antibiose

e, esse fato se repete com os isolados testados das duas cultivares (Figura 6).

Discussao

Nesse estudo foi obtido um grande numero de bactérias endofiticas isoladas nas duas
cultivares de mandioca. Observando as cultivares existe uma predominadncia de bactérias
endofiticas nas raizes, o que esta de acordo com os relatos de (AZEVEDO, 1998; MOREIRA
e SIQUEIRA, 2005; PEIXOTO NETO et al. 2002), que indicam a raiz como sendo a principal
porta de entrada para micro-organismos endofiticos na planta. Contudo, ao penetrar nesta, os
endofiticos se disseminam para outros tecidos vegetais, e assim, conseguem colonizar regides
distantes como as folhas (AZEVEDO et al. 1998). Nos resultados podemos verificar que na cv.
Recife o género Enterobacter, se distribui entre os 6rgaos da planta sendo detectado nos ramos
primarios, caule, raiz e raiz de absor¢ao. No entanto, na cv. Engana Ladrao o género mais
frequente foi Bacillus, que se disseminou desde rizosfera da planta, passando pela raiz, raiz de
absor¢do, caule, ramos primarios e folhas.

A caracterizacdo fenotipica em microbiologia ¢ uma das primeiras ferramentas para
identificagdo, mas ndo é um método conclusivo. E necessario associar a técnicas mais precisas
como a andlise molecular. Em geral, a caracterizagdo morfoldgica e fenotipica tem sido usada
como parte da caracterizacdo polifasica de bactérias, e dessa forma também foi empregada neste
estudo. Em outros estudos, como o de CHAGAS JUNIOR et al. (2010) o uso da caracterizagdo
fenotipica foi uma etapa preliminar também utilizada para avaliar a diversidade de rizobio
isolados de solos da Amazonia e suas eficiéncias simbioticas quando inoculados em feijao caupi
(Vigna unguiculata L. Walp.). LIMA et al. (2012) também utlizaram as caracteristicas
fenotipicas/culturais para avaliar a diversidade de rizobio isolados de Mucuna-Cinza e Mucuna-
Ana em meio de cultura YMA e da técnica de analise de restrigao do produto de PCR do gene
16S rDNA para identificagdo dessas bactérias.

Considerando as caracteristicas avaliadas foi possivel agrupar as bactérias com outras
morfologicamente similares e verificar a ocorréncia dos isolados em cada 6rgao das plantas.
Como esperado, o agrupamento de bactérias proveniente da caracterizacdo fenotipica, nao
correspondem ao agrupamento dessas bactérias na anélise molecular desta pesquisa. Indicando
a necessidade de andlises conjuntas para confirmar a identificagdo apo6s a caracterizagdo dos

isolados.
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De acordo com AZEVEDO, (1998) provavelmente todas as plantas possuem micro-
organismos endofiticos, formando um verdadeiro microbioma. Uma mesma planta pode conter
varios deles, incluindo fungos e bactérias. Em geral, existem espécies frequentes em um
determinado hospedeiro, ou ao contrario, outras mais raras. Nesse estudo, mesmo tendo origem
e manejo similar observou-se que muitos géneros de bactérias endofiticas foram especificos
para determinada cultivar (Tabela 3). Enquanto a cv. Recife apresentou dois géneros exclusivos
(Pantoea e Cronobacter), a cv. Engana Ladrao também teve dois géneros exclusivos
(Microbacterium e Stenotrophomonas).

Teixeira et al. (2007) estudando plantas de mandioca coletadas de areas comerciais, no
Estado de Sao Paulo (IAC 12.829 e IAC 576-70), e de etnovariedades dos estados do Amazonas
e Bahia (Bravo, Caixdo, Colombo, Cacau, Roxo, Lafaiete, Pretinha, Unha e Branca)
identificaram 47 espécies de micro-organismos pertencentes a 27 géneros, e, Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Stenotrophomonas e Serratia foram os
mais frequentes. Nesse trabalho os autores citam o isolamento e identificagdo de Bacillus
thuringiensis como endofito de plantas de mandioca, este ¢ um dos relatos iniciais na literatura
sobre a ocorréncia desta espécie bacteriana como micro-organismo endofitico. Em estudo
posterior, SUZUKI (2006), também trabalhando com plantas de mandioca cultivadas em Sao
Paulo (IAC 12.829 e IAC 576-70), Bahia (etnovariedades selvagens) e Amazonas (mandioca
mansa conhecida popularmente por maca e a variedade de mandioca brava), observou a
presenca de linhagens endofiticas de Bacillus thuringiensis. Todos os isolados obtidos pelos
autores produziram quitinase, sugerindo que essas bactérias podem ter agdo controladora sobre
fungos fitopatogénicos e insetos. Em nossa pesquisa, o isolado de folhas da cv. Engana Ladrao
(FE14) foi identificado na andlise molecular como Bacillus thuringiensis comprovando sua
ocorréncia em plantas de mandioca.

Grande parte das bactérias endofiticas isoladas nas duas cultivares de mandioca e que
foram identificadas, possuem amplo relato de proporcionarem ag¢do inibitdria em micro-
organismos patogénicos. Em bactérias as cepas dos géneros Bacillus e Pseudomonas foram
utilizadas no controle de doencas de plantas, o que demonstra o seu grande potencial para
utilizacdo na agricultura (TEIXEIRA et al. 2007).

Em relacdo a incoeréncia que aparece nas duas arvores filogenéticas tanto para a cv.
Recife, quanto para cv. Engana Ladrao, a associagao do género Rizobium (Proteobactéria), a
grupos como, Curtobacterium e Microbacterium (Actinobactérias) e, Bacillus (Firmecutes),
provavelmente seja por conta das sequéncias que aparecem nos isolados € no momento de

comparagao pode se assemelhar com um pedaco das sequéncias variaveis em Rizobium.
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De acordo com os resultados apresentados na figura 6 podemos verificar que os meios
de cultura utilizados no ensaio de atividade antimicrobiana influenciaram na produgdo de
metabolitos antibidticos contra os patdgenos testados. No meio BDA houve o favorecimento
no desenvolvimento dos fungos e aparente inibi¢do na a¢do antimicrobiana das bactérias. Ao
contrario, no meio de cultura NA ha um aumeto de bactérias que apresentam acdo inibitoria.
Entre os dois meios de cultura utilizados o BDA apresenta menos proteinas € compostos
nitrogenados e alto teor de amido, condi¢des favoraveis ao desenvolvimento de fungos,
entretanto, o meio NA ¢ um meio mais rico em compostos nitrogenados, contendo extratos de
leveduras e carne e, peptonas, componentes necessarios para que as bactérias se desenvolvam
com maior eficiéncia (PELCZAR et al. 2005). Os nutrientes nesse meio foram mais eficientes
para bactérias endofiticas promovendo aumento do metabolismo secundario com a produgao
de metabolitos antifingicos que inibiram o crescimento micelial dos patégenos. A dimensao
dos halos de inibi¢do pode indicar tanto a quantidade e a poténcia, além da producdo de
compostos antifiingicos, as bactérias podem interferir no crescimento micelial pela competicao
por espago e nutriente, secre¢ao de enzimas liticas, alteracdo de pH e/ou sintese de compostos
volateis, (SOUZA et al. 2015).

A descoberta do potencial antifingico de bactérias endofiticas isoladas neste estudo de
plantas de mandioca abre um leque de possibilidades de estudos que visam controlar a

incidéncia de patdgenos pos-colheita em diversas espécies cultivadas de plantas.

Referéncias

Azevedo, J. L. In: Melo, I. S.; Azevedo, J. L., 1998. Ecologia Microbiana. Jaguaratina. Embrapa
— CNPMA, 488p.

Azevedo, J. L. et.al. 2000. Endophytic microorganisms: a review on insect control and recent
advances on tropical plants. Electronic Journal of Biotechnology. 3, No.1, ISSN: 0717-3458

Barraquio, W.L. 1997. Isolation of endophytic diazotrophic bacteria from wetland rice. Plant
and Soil, v.194, p.15-24.

Batista et al. 2012. Avaliagdo da resisténcia de 47 acessos de mangueira aos fungos fusicoccum
aesculis e neofusicoccum parvum. Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 34, n. 3, p. 823-831,
Setembro.

Chagas Junior, A. F. et al. 2010. Caracterizacao fenotipica de rizobio nativos isolados de solos
da Amazodnia e eficiéncia simbidtica em feijao caupi. Maringa, v. 32, n. 1, p. 161-169, 2010.

Chaurasia, B. et al. 2005. Diffusible and volatile compounds produced by na antagonistic
Bacillus subtilis strain cause structural deformations in pathogenic fungi in vitro.

Microbiological Research 160, 75—381.



59

Chen, S. F. et al. 2011. Characterization of Botryosphaeriaceae from plantation-
grown Eucalyptus species in South China. Plant Pathology, 60, 739-751.

Costa, L. E. O. et al. 2012. Isolation and characterization of endophytic bacteria isolated from
the leaves of the common bean (phaseolus vulgaris). Brazilian Journal of Microbiology, 1562-
1575.

Ferreira, A. L. et. al. 2009. Producao e valor nutritivo da parte aérea da mandioca, manigoba e
pornunca. Revista Brasileira de Saude e Produ¢ao Animal, v. 10, p. 983-990.

Garcia, T. V. et al. 2015. Bactérias endofiticas como agentes de controle bioldgico na
orizicultura. Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.82, 1-9.

Leelasuphakul, W. 2008. Growth inhibitory properties of Bacillus subtilis strains and their
metabolites against the green mold pathogen (Penicillium digitatum Sacc.) of citrus fruit. Post-
harvest Biology and Technology, Amsterdam, v.48, n.1, p.113-121.

Lima, A. A. etal. 2012. Diversidade e Capacidade Simbidtica de Rizobios Isolados de Nodulos
de Mucuna-Cinza e Mucuna-Ana. R. Bras. Ci. Solo, 36:337-348.

ManoeL Aratijo Teixeira, M. A. et al. 2007. Microrganismos endofiticos de mandioca de areas
comerciais e etnovariedades em trés estados brasileiros. Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.42, n.1,
p.43-49, jan.

Monteon, O. et al. 2012.Temporal analysis and fungicide management strategies to control
mango anthracnose epidemics in Guerrero, Mexico. Tropical Plant Pathology, 37(6), 375-385.

Moreira, F.M.S.; Siqueira, J.O. 2006. Microbiologia e bioquimica do solo. Lavras, MG: UFLA.
729p.

Nassar, N.M.A. et al. 2008. Wild Manihot species: botanical aspects, geographic distribution
and economic value. Genetics and Molecular Research, 7: 16-28, 2008.

Peixoto Neto, P. A. S. et al. 2002. Microrganismos Endofiticos. Biotecnologia, Ciéncias &
Desenvolvimento, ano 05, n° 29, nov-dez.

Pelczar junior, M. J. et al. (2005). Microbiologia: conceitos e aplica¢des. 2% ed. v. 1. Sdo Paulo,
SP: Pearson Makron Books, 522p.

Pereira, A. L. etal. 2006. Caracterizagao fisioldgica, cultural e patogénica de diferentes isolados
de Lasiodiplodia theobromae. Fitopatol. bras., Brasilia, v. 31, n. 6, p. 572-578, Dec.

Pereira, J.O. 1993. Fungos endofiticos dos hospedeiros tropicais Stylosanthes guianensis e
Musa cavendish. 105f. Tese (doutorado) - Universidade de Sao Paulo. Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Sao Paulo.

Pisarska, K.; Pietr, S. J. 2015. Biodiversity of Dominant Cultivable Endophytic Bacteria
Inhabiting Tissues of Six Different Cultivars of Maize (Zea mays L. ssp. mays) Cropped under
Field Conditions. Polish Journal of Microbiology, V. 64, 2, 163—170.



60

Souza, A. Q. L. et al. 2004. Atividade antimicrobiana de fungos endofiticos isolados de plantas
toxicas da amazonia: Palicourea longiflora (aubl.) rich e Strychnos cogens bentham. Acta
amazonica, V. 34 (2), 185 — 195.

Souza, R. D. et al. 2015. Atividade antagbnica a microrganismos patogénicos por bactérias
endofiticas isoladas de Echinodorus scaber Rataj. Summa Phytopathol., Botucatu, v. 41, n. 3,
p. 229-232, 2015.

Souza, S. A. etal. 2013. Endophytic bacterial diversity in banana ‘Prata Ana’” (Musa spp.) roots.
Genetics and Molecular Biology, 36, 2, 252-264.

Suzuki, M.T. 2006. Isolamento, identificacdo e Caracterizagdo de linhagens endofiticas de
Bacillus thuringiensis mandioca (Manihot esculenta Crantz). 2006. 102f. Dissertacao
(mestrado em Interunidades em Biotecnologia) - Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Teixeira, M.A. et al. 2005. Diversidade de bactérias endofiticas na cultura da mandioca —
Jaguariina : Embrapa meio Ambiente, (Embrapa Meio Ambiente. Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento, 33), 22 p.

Yousten, A. A. 1984. Bacillus sphaericus: microbiological factors related to its potential as a
mosquito larvicide. Advances in Biotechnology Processes, v.3, p.315-343.



61

3.3 LECTINA DAS FOLHAS DE MANDIOCA (MANIHOT ESCULENTA CRANTZ):
PURIFICACAO E CARACTERIZACAO

ARTIGO A SER ENVIADO E TRADUZIDO PARA O PERIODICO:
ENVIRONMENTAL TECHNOLOGY

Technology




62

Lectina das folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz): purificacao e

caracterizacio

Carla R. R. S. Franga', Deize R. S. Cruz’, Wagner P. Félix?, Carlos A. T. Gava®
& Luana C. B. B. Coelho!

1 Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, UFPE-Universidade Federal de Pernambuco, Recife-Pe,
Brasil.

2 Departamento de Zootecnia, Laboratorio de Bioquimica, Univasf-Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco, Petrolina-Pe, Brasil.

3Embrapa Semiarido, Petrolina-Pe, Brasil.

Resumo

Lectina da cultivar de mandioca (Manihot esculenta Crantz) Recife foi isolada a partir de suas
folhas. A atividade hemaglutinante da lectina foi detectada e teve maior indice em eritrocitos
de coelho com teste de inibicao ativo para o carboidrato manose. O pico retido (PII) proveniente
da coluna de afinidade agarose-manose mostrou alta atividade especifica da lectina e,
apresentou em SDS-PAGE massa molecular aparente de 64 kDa. Nos testes de atividade
antimicrobiana, a lectina ndo inibiu o desenvolvimento das bactérias patogénicas. Ja em relagao
ainteracao da lectina com bactérias endofiticas isoladas das folhas da cultivar Recife, observou-
se aglutinacdo visivel em alguns isolados.

Palavras-chave: lectina, Manihot, aglutinagao, eritrocitos.

Introducio

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas capazes de aglutinar glicoconjugados,
encontradas em diferentes tipos de organismos. Este grupo de proteinas sdo capazes de exercer
diversas fungdes como: participacdo na prote¢do da planta contra fitopatdgenos e/ou insetos
(OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS, et al., 2012), atividade antimicrobiana (COSTA et al. 2010;
CARVALHO et al., 2012) e, principios de interagdes comuns reconhecendo carboidratos

(COELHO; SILVA, 2000; COELHO et al., 2009).
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Lectinas de plantas tém sido usadas como ferramentas analiticas ou preparatérias em
pesquisas de glicoconjugados, e como proteinas bioativas para a indugdo de alguns processos
moleculares em células ou organismos (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

De acordo com a especificidade as lectinas foram classificadas em cinco grupos,
conforme a configuracdo relativa dos carboidratos 3 e 4 (C3 e C4) do anel piranosidico dos
monossacarideos inibidores. Grupo I: L-fucose; Grupo II: galactose/N-acetil-galactosamina;
Grupo III: glicose/manose; Grupo 1V: idose, gulose, L-glicose e L-xilose, Grupo V: &cido N-
acetilneuraminico (LIS; SHARON, 1998; POVINELI; FINARDI FILHO, 2002).

De acordo com Oda e Minami (1986) muitas lectinas sdo isoladas a partir de plantas ou
animais e utilizadas para investigar as estruturas e funcdes da superficie celular através de
acucares. A grande parte das lectinas isoladas e estudadas aglutinam hemacias de animais,
como, coelho, boi, cavalo, ovelha, galinha e de humano. Nessas pesquisas a especificidade a
carboidratos colaboram para a caracterizar glicoproteinas e outras células compostas de
agucares na sua superficie.

A grande diversidade dos estudos de lectinas se refere a extragdao e purificagdo em
sementes de Cratylia mollis - Cramoll - Cramoll-1,4 (PAIVA; COELHO, 1992; CORREIA;
COELHO, 1995); folhas de Bauhinia monandra - BmoLL (COELHO; SILVA, 2000); sementes
de Moringa oleifera - WSMoL (COELHO et al., 2009); em folhas de Phthirusa pyrifolia —
PpyLL (COSTA et al., 2010); e em folhas de Myracrodruon urundeuva — MuLL (NAPOLEAO
etal., 2011).

O género Manihot pertence a familia Euphorbiaceae, que, composta de arvores,
arbustos, lianas e ervas, retine 313 géneros e aproximadamente 7 mil e 200 espécies. Com
excecao das regides articas, as euforbidceas ocorrem em todo mundo, sendo muitas delas
cultivadas como ornamentais, como o bico-de-papagaio; medicinais, como os dois amores,
indicada para o tratamento de calos e verrugas; e outras para extragao de tinturas, ceras, espécies
de latex, como a seringueira, e 6leos, como a mamoneira (EMBRAPA, 2005).

As euforbidceas sdo plantas com amplo estudo relacionado as lectinas. Podemos
verificar pesquisas com extracdo e purificagdo em Ricinus communis (APPUKUTTAN et al,,
1977) e Synadenium carinatum (SOUZA et al., 2005), atividade antimicrobiana em Euphorbia
trigona (DEENEN et al., 2011) e controle de nematdides com atividade ovicida em Ricinus
communis ¢ Jatropa curcas (SALLES et al., 2014).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pode ser destinada ao consumo humano e
animal (ruminantes e herbivoros ndo ruminantes), podendo-se aproveitar as raizes, excelente

fonte de energia, as ramas (parte aérea), ricas em proteina, € os subprodutos da industrializagao
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(SILVA; FERREIRA FILHO, 2007). A espécie ¢ a unica cultivada dentro do género Manihot
e sua alta heterozigosidade, favorecida pelos cruzamentos naturais intraespecificos, resultou em
grande nimero de variedades com diferentes caracteristicas morfoldgicas, permitindo sua
adaptacao as condigdes mais variadas de clima e solo, bem como resisténcia ou tolerancia a
praga e doencas (LORENZI, 2012).

As cultivares de mandioca sdo classificadas em doces ou de “mesa”, também conhecidas
como aipim, macaxeira ou mandioca mansa e normalmente utilizadas para consumo fresco
humano ou animal; e amargas ou mandiocas bravas, geralmente usadas nas industrias de
transformagao principalmente de farinha e fécula. De maneira bastante subjetiva, as variedades
bravas t€ém sabor amargo e as doces ndo, sdo levemente adocicadas. O sabor amargo esta
associado ao potencial cianogénico, ou seja, a capacidade da liberagcdo de 4cido cianidrico
(HCN), substancia altamente toxica (VALLE et al., 2004).

Nao ha um marcador consistente para evidenciar diferengas fenotipicas entre cultivares
bravas e mansas, mas sim uma variagdo muito grande em relacao a esse parametro. Em campo,
porém, os agricultores utilizam a morfologia (fendtipo) para separar as plantas mansas das
bravas. Por exemplo: cor da polpa, forma do 16bulo central, cor do cortex da raiz, dentre outras
caracteristicas. Isso varia muito de uma localidade para outra.

Neste artigo, relatamos a purificagdo e caracterizagdo de uma nova lectina isolada a

partir das folhas de mandioca (M. esculenta Crantz).

Material e Métodos
Preparo das folhas das mandiocas

As folhas foram colhidas aos 8 meses de idade (periodo em que os produtores retiram
as plantas para comercializacdo) da cultivar de mandioca Recife (Manihot esculenta Crantz),
obtidas da Embrapa Semidrido, Petrolina-PE, Brasil. As folhas foram levadas ao laboratorio,

lavadas, secas e congeladas em freezer.

Extracao das proteinas

As proteinas foram extraidas com tampao citrato-fosfato 0,01M, pH 6,5, contendo NaCl
0,15 M na proporgdo 1:10 (p/v) e PVPP (polivinilpolipirrolidona) 2%, sob agitagdo mecanica
por trés horas em temperatura ambiente. O extrato obtido foi filtrado em algodao e centrifugado
a 5000 rpm, por 30 minutos a 7° C. O sobrenadante foi recolhido (extrato bruto) para dosagem

protéica e atividade hemaglutinante.
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Dosagem de proteinas
A determinagdo de proteinas foi realizada segundo a metodologia descrita por Lowry et

al., (1951), usando albumina sérica bovina como padrao.

Ensaio da atividade hemaglutinante (AH)

A AH foi determinada com eritrdcitos de coelho e humano (sistema ABO) tratados com
glutaraldeido, utilizando o método relatado por Correia e Coelho (1995). Placas de
microtitulagcao contendo 8 fileiras de 12 pogos cada, foram preenchidas com 25 uL NaCl 0,15
M contendo ou ndo MnCl> 0,02 M e em seguida acrescidos com igual volume de amostra
lectinica no segundo pogo da fileira. A amostra foi submetida a uma série de dilui¢des na base
2, com homogeneizagao e transferéncia de 25 pL para o pogo seguinte até o ultimo poco da fila.
Em seguida, a amostra diluida foi incubada com 25 pL de suspensdo de 2,5% (v/v) de células
vermelhas do sangue de coelho ou sangue humano glutarizadas, e deixadas em repouso em
temperatura ambiente. Foram realizadas leituras da hemaglutinagdo visualmente, apos 60
minutos. Os resultados foram expressos em numero de unidades hemaglutinantes (UH), que ¢
calculado a partir do inverso do titulo da maior dilui¢do que ainda apresentou aglutinacdo
visivel. Os primeiros pocos que continham somente a suspensao de sangue de coelho com NaCl
0,15 M mais MnCl 0,02 M serviram como controle negativo. A levedura Saccharomyces
cerevisiae (Cepa 1972) (suspensdo 1 x 1028 UFC mL"), também foi submetida ao ensaio de

aglutinagdo com a lectina seguindo o mesmo procedimento.

Ensaio de inibicdo da atividade aglutinante por agticares

O ensaio de especificidade de ligagdo da lectina a carboidratos foi determinado utilizando
solugdes dos seguintes agucares: D-galactose, D-lactose, D-manose, D-glucose, D-frutose, D-
sacarose, D-arabinose, D-trealose ¢ D-maltose, todos com concentrag¢do inicial de 0,5 molar.
Inicialmente realizou-se uma dilui¢io da lectina 1:50 (cv. Recife 0,0612 mg.mL™"), logo ap0s,
25 uL da solugao do carboidrato foi adicionado em 25 pL da solugdo diluente de NaCl 0,15 M
contendo MnCl> 0,02 M, realizando dilui¢des seriadas. Em seguida, 25 pL da amostra da
lectina purificada foi adicionada a cada pogo, incubados durante 30 minutos em temperatura
ambiente.

Ap6s pré-incubacdo 25 pL de eritrécitos de coelho glutarizado 2,5% (v/v) foi adicionado

aos pocos e aguardou-se 60 minutos para leitura.
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Precipitacao das proteinas com sulfato de amonio

Ao extrato bruto obtido adicionou-se sulfato de amonio solido, em pequenas
quantidades, sob agitacdo magnética em temperatura ambiente até atingir o percentual de
saturagdo de 60% para precipitar as proteinas. Logo apos, as misturas foram mantidas em
repouso a 25° C por 24 horas. As amostras saturadas e centrifugadas a 5000 rpm, por 30 minutos
a 7° C, tiveram seus precipitados ressuspendidos em 2 mL de tampao citrato-fosfato 0,01M, pH
6,5, contendo NaCl 0,15 M. Em seguida, dialisadas contra dgua destilada (5 vezes) com
intervalo de duas horas para cada dialise. A fracdo dialisada foi submetida a dosagem de

proteinas e ensaio da atividade hemaglutinante.

Purificacido parcial das proteinas

As proteinas foram purificadas em coluna de afinidade de agarose-manose (3 mL),
utilizando como eluente das proteinas ndo ligadas a matriz tampao PB (KCI- 0,02 g, Na,HPOs-
0,268 g e KH,PO4- 0,024g) 0,01M, pH 7,4, e, como eluente das proteinas ligadas, solu¢ao
tampdo glicina-HCI1 0,1 M, pH 2,6. A coluna foi previamente equilibrada com tampdo PB
0,01M, pH 7,4, em seguida, 3 mL da F/60 (fracdo) da amostra foi aplicada. Apds, aplicados
initerruptamente, tampao PB 0,01M, pH 7.4, para remocao do material ndo ligado a coluna e,
logo em seguida, solu¢do tampao glicina-HCI 0,1 M, pH 2,6. O eluato foi continuamente
recolhido (1,5 mL) com o auxilio de um coletor de fragdes sob fluxo constante de 5 rpm /3,0
min com o auxilio de uma bomba peristaltica e monitorado por espectrofotometro em 280
nandmetros. A partir das primeiras amostras purificadas a proteina isoladas das folhas de

mandioca recebeu o nome de MesLL (Lectina das folhas de Manihot esculenta).

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A identificacdo e presenga de bandas das proteinas foi confirmada por eletroforese em
gel de poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE), segundo o método de
LAEMMLI (1970).

Para isso, utilizaram-se 25 pg da amostra testada, dissolvidas em 25 pL do tampao de
amostras, submetida a fervura 100 °C por 5 min (condi¢des desnaturantes) e em seguida
aplicada a um gel com malha 12%, contendo marcador molecular (Bio-Rad).

O coramento do gel foi realizado com solucao de azul de Comassie R-250 a 0,2% em

acido acético glacial: metanol: dgua purificada (9: 22: 69) (BLUM et al., 1987).

Efeito de ions metalicos, do pH e da temperatura
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A dependéncia dos cations divalentes foi determinada apds incubagdo da lectina por 30
minutos com CaCl, MgCl, e MnCl, (SOUZA et al., 2011) todos em uma concentragdo de 0,02
molar. O efeito do pH sobre a AH foi avaliado por incubagdo de 25 pL da lectina purificada a
diferentes valores de pH durante 1 h a temperatura ambiente em 25 pL dos tampdes
selecionados (0,05 M glicina, pH 2,6, 0,05 M acetato de sddio, pH 5,0, 0,05 M fosfato de sodio,
pH 7,0, 0,05 M Tris-HCI, pH 8,5 e 0,05 M borato de sédio, pH 10,0) na presenca de NaCl 0,15
M, contendo MnCl; 0,02 M. A estabilidade da lectina frente ao calor foi avaliada através da
incubagdo da proteina a diferentes temperaturas (30-100°C) durante 30 minutos. Os ensaios de

AH foram realizados em todos os testes.

Avaliacio da presenca de glicidios constituintes
A presenca de carboidratos neutros na lectina purificada foi realizada pelo método de

DUBOIS et al., (1956).

-----

Estirpes de bactérias Gram-positivas Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Bacillus
cereus (ATCCI11778), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) e Rhodococcus equi e bactérias Gram-negativas, Escherichia coli (ATCC
35218), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella XLD, Salmonella typhimurium
(ATCC 14023), Salmonella enterica (ATCC 10708), Shigella flexneri (ATCC12022) e
Serratia marcescens (ATCC 13880) provenientes do Departamento de Zootecnia, Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco-Univasf, foram utillizadas no ensaio de atividade
antimicrobiana.

As culturas das bactérias foram mantidas em agar nutriente (NA) ou agar Miiller Hinton
e armazenadas a 4 ° C. Para determinar a atividade antimicrobiana, cultivaram-se bactérias em
caldo de Miiller Hinton a 37 ° C durante 24 horas. As culturas foram ajustadas
turbidimetricamente a 0,5 na escala McFarland.

Aliquota (200 pl) de MesLL — lectina purificada das folhas de mandioca (0,5 mg/mL
Tampao Fosfato de Sodio, 0,05 M) foi diluida 1: 2 em 200 ul de Caldo Miiller Hinton (MH) e
diluida serialmente. Em seguida, todos os pogos foram inoculados com 20 pl de cultura
bacteriana e incubados a 37 © C durante 24 h. O controle negativo continha MH e bactéria.
Também foi feito o controle MH + Tampao Fosfato de Sodio, 0,05 M. As bactérias foram

incubadas em estufa 37° C por 24 horas. A concentragdo minima inibitoria (MIC) foi
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determinada como a menor concentragao da lectina em que houve uma redugao do crescimento
da bactéria em relagdo ao controle negativo.

A Concentragdo Bactericida Minima (CBM) ¢ definida como a menor concentragdo que
a amostra em estudo € capaz de causar a morte do inoculo. O contetido de cada pogo da
microplaca foi inoculado em placas contendo agar Mueller Hinton com o auxilio de um
replicador e incubados por 24 horas em uma placa contento meio Mueller Hinton Agar. A
menor concentracdo onde nao foi observado crescimento no agar € considerada a CBM. Todos

os ensaios foram realizados em triplicata.

Atividade aglutinante entre a lectina (MesLL) e as bactérias endofiticas das folhas de
mandioca

Foram selecionadas 20 islados bacterianos endofiticos (FRS5, FR6, FRS, FR13, FR18,
FR21, FR26, FR33, FR37, FR44, FR77, FR81, FR83 e FR88) isoladas das folhas de mandioca
cv. Recife, além das bactérias uma amostra da levedura Saccharomyces cerevisiae foi utilizada
como controle positivo. Essas bactérias foram crescidas em 5 mL de meio liquido caldo
nutriente e incubadas por 48 horas sob agitagao (180 rpm) a 28°C. Apds crescimento, as células
bacterianas foram centrifugadas 9.000 g por 2 minutos, lavadas 3 vezes com NaCl 0,15 M,
passando em cada lavagem pelo processo de centrifugagdao (9.000 g por 2 minutos). As
suspensdes de cada bactéria foram ajustadas para aproximadamente 10% células por mL-!.

O ensaio de aglutinagdo foi realizado em placas de microtitulacdo (96 pogos). Neste
ensaio adiciounou-se primeiramente aos pogos 25 pL de NaCl 0,15 M como diluente, pulou o
primeiro pogo (controle) e no seguinte foi colocado 25 pL da lectina (MesLL) na concentracdo
de 0,1 mg/mL e realizado diluigdes sucessivas. Apos diluicao da lectina, 25 pL da suspensao
bacteriana 10® células por mL! de cada bactéria foi adicinado aos pogos. A atividade de
aglutinacdo foi observada e fotografada ap6s 24 horas, utilizando microscopio OLYMPUS BH-
2.

Resultados e Discussao

Extracio, atividade hemaglutinante e dosagem de proteinas

Os resultados de extracdo protéica (extrator tampao citrato-fosfato 0,01M, pH 6,5,
contendo NaCl 0,15 M) sdo apresentados na tabela 1. Nas concentracdes iniciais obtidas de
proteinas, ndo era observado hemaglutinagdo visivel nos primeiros pocos da placa de

hemaglutinagdo e sim uma forte precipitacdo dos eritrocitos no pico retido proveniente da
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coluna de agarose-manose. Esse fato pode ser explicado devido a estequiometria existente entre
o alto teor da lectina e a quantidade de eritrocitos na amostra nas primeiras diluigdes.

Foi necessario efetuar diluicao da amostra purificada de 1:50 utilizando como solvente
tampao fosfato de sodio 0,05 M pH 7.0, o teor de proteina inicial era de 3,06 mg/mL e, apds a
dilui¢do foi de 0,0612 mg.mL"!.

Observa-se que em cada passo do processo de purificagdo, os teores de proteina e
atividade hemaglutinante aumentam. Quanto ao valor de hemaglutinagdo do pico retido foi de
512 UH e seu fator de purificagao nessa fragao ¢ aumentado significamente em relagao a fragao
saturada com sulfato de amonio. Esse fato indica alta atividade da lectina nas fracdes retidas
da coluna de afinidade. Em pesquisas realizadas com folhas da mesma espécie estudada
mudando somente a cultivar — Cacao, (PEREIRA et al., 2008) encontrou maior AH na fragdo
saturada a 50% e essa atividade foi de 16 unidades hemaglutinantes. Esse baixo valor de AH
comparado ao nosso trabalho pode estar relacionado com o extrator utilizado. Da mesma forma
(SILVA et al., 2010 B) encontrou valores inferiores de AH em folhas de mandioca cv. Cacao.
Esses autores utilizaram agua destilada como extrator e essa solugdo pode extrair menos
proteinas que o tampao citrato-fosfato 0,01M, pH 6,5, contendo NaCl 0,15 M, em fungao da
forca i6nica ser mais baixa.

Analisando os valores de purificagdo nota-se que a metodologia aplicada € eficiente para

obtengdo da lectina pesquisada.

Tabela 1. Purificacdo da lectina de Manihot esculenta Crantz.

Etapas Volume Proteina Proteina AH AHT AHE Fator de

(mL) (mgmL  total a b c Purificagio
D) (mg)
Extrato 405 0350 140,00 128 51200 365.71 1
Bruto
Fé?)‘f,/a‘o 280 0,440 12320 256 71680 581,82 1,59
0
MesLL 6 0,061 037 512 3072 839344 2295

@ Atividade hemaglutinante foi realizada com uma suspensio de 2% de eritrécitos de coelho glutarizado; ®

Atividade hemaglutinante total=AH*volume (mL); ¢ Atividade hemaglutinante especifica= AH/proteina™! (mg). ¢
Atividade aglutinante foi realizada com uma suspenséo de células da levedura S. cerevisiae (1 x 10%); ¢ Atividade
aglutinante total=AA*volume (mL); f Atividade aglutinante especifica= AA/proteina’’ (mg).

Caracterizacio e atividade da lectina
A lectina isolada das folhas de mandioca aglutinou eritrocitos de coelho e humano com
concentragdes de 0,0612 mg.mL"! e, também células de Saccharomyces cerevisiae (Tabela 2)

apresentando atividade biologica com essa levedura. Resultados similares foram obtidos por
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MISAKI et al., (1997), estudando a lectina isolada de Crocus vernus All, eles observaram que
a mesma interagiu seletivamente tanto com a levedura S. cerevisiae, quanto com eritrocitos de

coelho.

Tabela 2. Atividade Bioldgica entre a lectina (MesLL) e a levedura S. cerevisiae

Etapas Volume Proteina Proteina AA AAT AAE Fator de
(mL) (mgmL- total d e f Purificagdo
) (mg)
Extrato 459 0,350 140,00 64  25.600  182.86 1
Bruto
Fg?gﬁo 280 0,440 12320 512 143360 1.163,64 6,36
0
MesLL 6 0,061 037 1024  6.144 1678689 91,80

4 Atividade aglutinante foi realizada com uma suspensdo de células da levedura S. cerevisiae (1 x 10%);
¢ Atividade aglutinante total=AA*volume (mL); f Atividade aglutinante especifica= AA/proteina’!

(mg).

A lectina purificada apresentou atividade em todos os valores de pHs testados, mas sua
maior atividade hemaglutinante (AH), foi obtida em meio neutro pH 7,0 (Figura 1A), e, esta
atividade foi dependente do ion metalico manganés. Os resultados de Pereira et al. (2008),
também trabalhando com folhas de mandioca, obtiveram maior atividade hemaglutinante em
pH 6,0, mas essa atividade foi inferior a encontrada nesta pesquisa. Com relagdo a sua
termoestabilidade verificou-se que a atividade hemaglutinante foi reduzida, mas ndo houve
inativacao da proteina mesmo com a temperatura atingindo 100 °C por 30 minutos (Figura 1B).
Resultados semelhantes em relacdo a termoestabilidade foi observado por (SILVA et al., 2012)
na lectina de sementes Bauhinia forficata que mostrou estabilidade a 100 °C por 30 minutos.
Em estudos de purificacao parcial da lectina de folhas de mandioca cv. Cacao, testando a fragao
saturada a 80% com sulfato de amodnio Silva et al, (2010 A) observaram que essa fra¢ao
aglutinava eritrocitos humano tipo A, Rh positivo com estabilidade até a temperatura de 70 °C
por 30 minutos.

Em relagdo ao conteudo de acticares soluveis totais, s6 foi detectado glicidios no extrato
bruto numa concentragao de 0,5 mg/mL, mas nas proximas etapas de purificagdo nao ha
presenca desses agucares. Indicando que provavelmente a lectina ndo seja uma glicoproteina.
Da mesma forma a lectina isolada de sementes de Dioclea rostrata nao apresentou carboidratos
ligados covalentemente a sua estrutura (CAVADA et al., 1996). No entanto, a lectina isolada
das sementes de Jatropha curcas apresentou em sua estrutura o teor total de aguicares neutros

de 4,91%, caracterizando-a assim como uma glicoproteina (LIN ef al., 2010).
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Figura 1. (A) Efeito do pH e da (B) temperatura da lectina de Manihot esculenta Crantz.

Ensaio de inibicio da atividade aglutinante por acuicares

O efeito de varios acucares sobre a ligagdo da lectina das folhas de mandioca junto as
células de eritrocitos de coelho foi avaliado. Entre os agucares testados a manose foi o tnico
que conseguiu inibir parcialmente a ligacao da lectina numa concentragdo minima de 0,48 mM
frente aos eritrocitos. Nos trabalhos com purificagdo parcial da lectina de mandioca por Pereira
et al (2008) e Silva et al., (2010 A) nao foi verificado ensaio de especificidade a agucares. No
nosso estudo, essa analise foi essencial para a utilizagdo da matriz na cromatografia de
afinidade. Esta especificidade de ligacdo a manose também ¢ uma caracteristica das lectinas
isoladas de Cratylia mollis Mart (CORREIA; COELHO, 1995), Canavalia ensiformis
(KENNEDY et al., 1995), Parkia platycephala (CAVADA et al., 1997) , Castanea mollissima
(NG et al., 2002) e Parkia biglobosa (SILVA et al., 2013).
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Para LIS & SHARON (1998), a seletividade das lectinas para monossacarideos nem
sempre esta tdo alto. Assim, muitas lectinas sdo capazes de tolerar variagdes no C2 do anel de
piranosidico e aquelas que se ligam especificamente a manose podem ligar-se ao epimero
glicose. Com base nestes dados, podemos incluir a lectina estudada (MesLL) ao grupo ligante

de glicose/manose.

Purificacido parcial da lectina

A purificacdo parcial da lectina presente nas folhas de mandiocas foi realizada usando
cromatografia de afinidade em coluna de agarose-manose. Na figura 2 encontra-se o perfil de
elui¢do da amostra. E observado dois picos distintos obtidos da cromatografia de afinidade,
entre os quais o pico II (retido) apresentou alto valor de atividade hemaglutinante, e, essa fragao
retida apareceu como uma banda inica com massa molecular aparente de aproximadamente 64
kDa em SDS-PAGE (Figura 3). Lectinas isoladas de alguns géneros pertencentes a familia das
euforbiaceas apresentam massa molecular entre 60 ¢ 67 kDa (PUSZTAI 1991; VAN DAMME
et al., 1998), esse fato corrobora os dados encontrados. Silva et al., (2010) conseguiram
identificar quatro bandas em SDS-PAGE a partir da coluna Sepharose CL-4B com a fragdo
saturada de folhas de mandioca e, essas bandas apresentam 13, 58, 61 e 64 kDa, uma das bandas
possui 0 mesmo tamanho da isolada neste estudo, mas no trabalho citado nao foi possivel
determinar quais dessas bandas corresponde a lectina das folhas de mandioca. Ainda como
exemplo de comportamento similar podemos citar a Ricina lectina dimérica pertencente a
euforbidceas e que possui duas subunidades distintas € com peso molecular de 63 kDa
(POVINELI & FINARDI-FILHO, 2002), em pesquisas mais recentes DEENEN et al., (2011)
explicam que a forma ativa da Ricina uma glicoproteina dimérica (65 kDa) ¢ composta de uma
cadeia toxica A (31kDa) que esta ligada por uma ligagdo de acgticar a uma cadeia B (34 kDa)
via ligacao dissulfeto. De forma semelhante a lectina dimérica de Euphorbia heterophylla
apresenta massa de 65 kDa com duas subunidades idénticas de 32 kDa (NSIMBA et al., 1983).

De acordo com a analise em SDS-PAGE, a lectina do latex de Synadenium carinatum
pareceu ser uma glicoproteina composta de duas cadeias polipeptidicas de 28 e 30 kDa, mas
cromatografia de exclusao por tamanho (Sephadex G-100) e PAGE nativa revelou uma proteina
de peso molecular aparente 120-130 kDa composta de subunidades 28 ¢ 30 kDa (SOUZA et
al., 2005).

ABS
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Figura 2. Purificacdo de lectina de mandioca (M. esculenta Crantz - MesLL) por cromatografia
de afinidade (agarose-manose).
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Figura 3 - Analise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da lectina purificada de folhas
de mandioca (Manihot esculenta) - 64 kDa, retida na coluna agarose-manose. (A) marcador molecular
(GE-Amersham® e (B) MesLL (25 ug).

Concentracio minina inibitéria (MIC) e Concentracio minima bacteririca (CBM)
A lectina isolada das folhas de mandioca (MesLL) ndo apresentou atividade
antimicrobiana frente as bactérias testadas, havendo crescimento em todas as dilui¢des, ou

seja, ndo houve inibi¢do microbiana pela lectina.
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Atividade aglutinante entre a lectina (MesLL) e as bactérias endofiticas das folhas de
mandioca

Os ensaios de aglutinacdo foram realizados para investigar a possivel interacao de
MesLL, uma lectina especifica de manose, com bactérias endofiticas isoladas das folhas de
mandoca. A aglutina¢do bacteriana foi expressa como o grau da solug@o aglutinina-bactéria no
fundo da placa de microtitulagdo diferente do controle negativo (que contém somente o diluente
NaCl 0,15 M e a suspensdo bacteriana para cada amostra). A aglutinagdo foi observada
visualmente ap6s a incubagao das placas durante 24 horas, indicando claramente a concentragao
minima de unidades aglutinantes (UA) que provocam a aglutinag@o bacteriana (Figura 4). A
observac¢ao das placas revelou aglutinacao entre MesLL e 10 (FR4-8 UA, FR18-8 UA, FR26-
4 UA, FR33-8 UA, FR36-256 UA, FR44-2 UA, FR77-16 UA, FR81-16 UA, FR83-128 UA ¢
FR88-16 UA ) dos 20 isolados testados, além da levedura Saccharomyces cerevisiae (1024 UA)
com um titulo de aglutina¢do varidvel em cada isolado. Em pesquisa similar RAMOS et al.,
(2016), verificaram aglutinagdo visivel entre a lectina (BmoLL) isolada das folhas de Bauhinia
monandra (galactose especifica) e a bactéria Pseudomonas aeruginosa UFPEDAS598, com o
titulo de 167! unidades aglutinantes, mas nio houve aglutinagdo com os endofiticos isolados das
folhas de Bauhinia monandra. Esses autores relatam que ndo ha um mecanismo plausivel
sugerido para a interagdo de lectinas com endofiticos foliares e, a lectina poderia esta
interagindo com micro-organismos endofiticos como um fator inibidor, simbidtico ou

estimulante.
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Figura 4. Aglutinacdo de bactérias endofiticas e lectina purificada de folhas de mandioca (Manihot
esculenta) MesLL. A- Suspensdo do isolado FR33, controle; B- Suspensdo do isolado FR33 com a
lectina MesLL; . C- Suspensao do isolado FR88, controle; D- Suspensdo do isolado FR88 com a lectina
MesLL; . E- Suspensdo da levedura S. cerevisiae, controle; F- Suspensdo da levedura S. cerevisiae
com a lectina MesLL; ( ) Aglutinacdo.

Conclusoes

As folhas da cultivar Recife de mandioca (Manihot esculenta Crantz) apresentam lectina
que pode ser incluida no grupo ligante de glicose/manose com inibi¢do a manose, revelando
especificidade tanto a eritrocitos de coelho e humano quanto a células de Saccharomyces
cerevisae e, em SDS-PAGE aparece como uma banda tinica de aproximadamente 64 kDa. Nos
testes de atividade antimicrobiana, a lectina ndo inibiu o desenvolvimento das bactérias
patogénicas. No entanto, foi observado interacdo da lectina tanto com a levedura

Saccharomyces cerevisae, quanto com bactérias endofiticas isoladas das folhas.
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CONCLUSOES

Conhecimento e compreensdo sobre a cultura da mandioca através da realizagcdo da
Revisdo Bibliografica.

Nao houve diferengas significativas entre os meios de culturas utilizados na quantidade
de bactérias endofiticas isoladas. No entanto, a frequéncia de bactérias foi maiores nas
raizes e menores nos ramos secundarios, nas duas cultivares analisadas.

As coldnias isoladas foram caracterizadas morfologicamente e fenotipicamente. A
populagdo de bactérias encontrada nas duas cultivares de mandioca apresentou variagao.
De maneira geral, as duas cultivares mostraram coloniza¢do por bactérias endofiticas
dos  géneros:  Curtobacterium,  Pseudomonas,  Enterobacter,  Kosakonia,
Rhizobium, Pantoea, Cronobacter, Bacillus, Microbacterium e Stenotrophomonas. Os
géneros Pantoea, Cronobacter foram encontrados somente na cultivar Recife e os
Microbacterium e Stenotrophomonas na cultivar Engana Ladrdo. O género
Pseudomonas mostrou-se o mais representativo para as duas cultivares de mandioca.
No ensaio de atividade antimicrobiana foi detectada atividade inibitoria entre as
bactérias testadas das duas cultivares selecionadas e os fungos patogénicos
Lasiodiplodia theobromae, Neofusicoccum parvum, Botryosphariria dothidia e

Colletotrichum dianesii, variando a frequéncia de inibigao.

As folhas da cultivar Recife de mandioca apresentam lectinas que podem ser incluidas
no grupo ligante de glicose/manose com inibigdo a manose.

A lectina apresenta especificidade tanto a eritrocitos de coelho e humano, bem como
quanto as cé€lulas de Saccharomyces cerevisae.

Em SDS-PAGE aparece como uma banda unica de aproximadamente 64 kDa.

Nos testes de atividade antimicrobiana, a lectina ndo inibiu o desenvolvimento das
bactérias patogénicas.

Em relagdo a interacao da lectina com bactérias endofiticas isoladas das folhas da

cultivar Recife, observou-se aglutinacao visivel em alguns isolados.
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ANEXO 2 - NORMAS DO PERIODICO MICROBIOLOGICAL RESEARCH

E MICROBIOLOGICAL RESEARCH

D A UTHOR INFORMATION PACK

TAEBLE OF CONTENTS

*  Description p1
. Audlence p.1
. Impact Factor p.1
L Abstracting and Indexing .2
L Editorial Baard p.2
. Gulde for Authors p.d
DESCRIPTION

Microbiological Ressarch 5 devoted to publishing reports on prokarpobic and  eukaryotic
m nisms such as fungl, bacteria, archasa, and . Ressarch on interachans
bﬂmhwl?pﬂ:lmqmrc mb:rum'g:lr-ﬂr;urrﬁmmd their environment or mFUTm covered. The research
should be original and include molecular aspeds o generate a significant contrbution of broad
interest. Fapers of rather specialsed or of preliminary and descriptrve content will normadly not be
considered. Studies in the following sections are included:

Reviews/Minireviews on all aspects Microbiclogy and Genetics Mobecular and Celdl Biclogy Metabolism
anid Physiclogy Signal transduction and ocpment Biotechnaology Phytopathology Environmental

Microbiology and Ecology
AUDIENCE
Microbiclogists, biotechnologists, phytopathologists, researchers in molecular biology, researchers

in agricultural and environmental sciences, biochemists, odiblologists, biotechnologists, genebidsts,
ecologists, forest scientists, limnologists, agricultursts, specialists in plant cultaation
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ABSTRACTING AND INDEXING

BICSIS Omation Index

Chemical Abstracks
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SCopus

Soils and Fertilizers

Weed Abstracts
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n
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Samlor ETEOrS

Guirissamy Anmsdursi, Manonmanizm Sundamnar Unkversity, 627002, Tinanekall Sub-district, Tndia
Klmessnamry Lis, Unkversind MoGil, Sherbeooke Stroet West Qc H3a 2t7 855 - noe de Mon, Montreal, Quebs:, Canada
Thenrey, Few York Unksersity Grossman School of Medicine, 100185, Mew York, Hews York, United Staaes

ol S rich

Agsociate Edors

Shddhardbes Besi, Fondicheny Unbsersky, School of Ule Schencis, Department of Microbiology, Puduchamy,
Puducharry, Trdla
Vittoris Caporei, Tnstibute of Schences of Food Production Matlonal Research Councll, B, Tealky
Meaaimilisns Cardinale, Unhversity of Salentn Departmeent of Blologkeal and Environmental Solenoes and
Technologles, Leoce, TRk

Livia Ribaire Coirres, Blorsnesabies Natkonal Laboratory, Camplnas, Bracll

Daffonckie, Unheersiy of Milan Departreent of Food Enwironmenial and Nutritional Scoenoes, Milana,
[taly
Ohristepher Dunlap, USDA-ARS Natonal Center for Agricultuml Uellzstion Reseanch, Peora, Dinoks, Unibed
States of Armerica

Paillines Estrads & loa Saabod, National Poltechink Tnstitute National School of Bickeglesl Schencis, Cludad
i Msrlen, Moo
Jorgs Luis Folch-MHallod, LAEM Blobechnodgy Research Centre, Clsmayvaca, Meskon
Carbxs Meniel Framcs Abulm, Unkersity of Santiage de Composhbela, Depammant. of Analythcal Chamistry,
Hutrition and Food Schenci, Food Dns pection snd Contndl Hygkene Laboraiory, Lugo, Spaln
Fratind, Unbsersiky of Pisa, P, Tk
Glliembhe, Federal Undsersity of Parana Department of Genethes, OURITIES, Braczil
Er Husmg, Linkarsity of Arkansas for Medical Sciences, Lite Rock, Afmnsss, Unibed Stabis of Amrarics
Miharned labbar Furopesn Instbute for Marme Studbes, PMourane, Framnoe
Limghieo Niarg, Jangran Unlversity, Wuzl, Jlangsu, China
Mohan Chandrs Joaki, Mulldicplinary Centre for Advanotd Reseanch and Stedles, kew Delhl Dedhl, Trdi
Lim, Zhesjiang Unbvwersity Library, Hangzhou, China
Wei Lim, Chinese Acadenry of Schenoes, Befing, China
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Microbiologica! Ressarch & devoted to publishing reports on prokaryobic and  eukaryotic
milcroorganisms such as yeasts, fungl, bacteria, archaea, and protozoa. Research on inberactons
beteesn pathogenic microorgansms and their envircnment or hosts are also covwered. The research
should be original and include molecular aspecd= to generate a significant conmbution of broad
interest Papers of very spedalised or of preliminary and descriptive content will normally not be
consicered.

Studies in the following sectiors are induded:
s Reviews/Minireviews on all aspeds
s Microbiology and Genebics
s Mobecular and Cell Biokogy
s Metabolsm and Physiclogy
& Signal tansduction and Development
s Biotechnobogy
= Phytopathao
. Emrurrnurrihﬂrrh:'nﬂdng'( ard Ecology

of
TFmTqrpuprmﬂ-i papers will be published:
s Reseanch articles on neports on any aspects of microbiological research. Griginal articies shoald not
woped 8000 words in kength. The word count is from the imbroduction throwgh B the end of the
mondusionfdisoession and does not indude abstract, tables, figures, acknowledgements or referenoe
list
s Feviews on topics of importance o readers 0 divese geographic aress. These should be
oomprehensree and fully meferenced. Article requirements: Word count for the main part of the
maruscript from intreduection o conclesion/ discussion: 4000 to max of 8000 words.
s Comespondenoe relating to papers necently published in the Journal, or containing bref reports of
unusual or prefiminary findings. Mawimum kength 1000 wonds, teo @bles or figunes and a maximum
of 20 referenoes
s Letiers to the Edmor: Please be informed that we reserve Letters to the Editor to comments on
papers previously published by MICRES. If wou ane reporting original data, plesse ensure that Arficie
type is set to Reseanch papaer.

Submission checklist

You can use this list to carmy out a final check of your submission before you send i to the joumal for
revies. Flease check the re section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following bems are present:

Dne author has been designated a5 the cormesponding awthor with contad: details:
# E-mail address

# Full postal address

All neoessary files have been uploaded:

Manuscript:

& Include keywards

= Al figures (include relevant capbions )

# All tables {including titles, description, footnotes)

# Ensune 2l figune and tabbe citatiors in the ted match the files provided
& Indicate clearty f calor should be used for any figunes in print
Graphical Abstracts / Highiights fles [where applicable

Supplamental files {Mmiﬁpllnhll::: !

Further considerations

& Manuscript has been ‘spell checked” and ‘grammar chedoed’

# &l references menticned in the Reference List ane cited in the text, and vioe versa

& Pemmission has been obtained for use of copynghtsd matenal from other sources (incuding the
Internet)
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:.:In:rrn-in; interests statement & provided, even if the authors have no competing interests to
are

# Journal polides detailed in this guide have been reviewed

# Referes suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.,

BEFORE ¥YOU BEGIN

Ethics in publishing
Flease see our information on Ethics in publshing.

Declaration of lnbarast
All authors must disciose any firmndal and personal relaticnships with other people or organizations:
that could ina influnce I:ns:: their work. Ecamples of potential com intEnests
Iriclu:l-l: -'r||.'.|Il|:|g.iﬂ.I:I-'rtl:'I.I't.l:l:rn::u.ll.:|I tandies, ! oenership, I'u:ln:llr::rll, paid expert tl:EI:'lr;y patent
icatiors/registrations, and grants or other funding. Authors must dischose irterests in bwo
icl: 1. A summary declaration of interest stabement in the titie page file [ anonymized) or
the manuscript fike ( single anonymized). If there are no interests to declare then please state this:
'Dedarations of interest: none’. 2. Detailed disdosures as part of a separate Declaration of [nterest
farm, which farms part of the jourral's official records. It is important for potential interests to be
dedared in both places and that the information matches. More Information.

Submisgion daclaration and variffcation
Submission of an article implies that the work described has not been published previously {except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see ‘Multipke, redundant or concument:
publication’ for mone information], that it & not under corsideration for publication elsewbere, that
its publication is approved by all authors and tadtly or explictly by the responsible authorties where
the wark was carried out, and that, if acoepted, it will not be published elsewhene in the same farm, in
sh ar in any other language, including electronically without the writhen corsent of the Clﬁlﬂ t-
m. To verify compliance, your article may be checked by Crossref Simitarity Check a ng:lr
originalty or duplicate checking software.

Freprints

Flease note that preprints can be shared anywhers at any time, in line with Blsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication [see “Multiple,
redundant or concurment publication® for more information ).

Uree of inclusive [anguagea
Indusive language acknowiedpes dversity, corveys nespect to all people, i sensitive to differences,
and promates equal opportunities. Content should make no assum 5 about the belefs or
commitments nl’qm',' reader; contain rathing which might imgly that Eﬂ:ﬁ'ﬂlﬂ| i5 superor to
another on the grounds of EFI gender, race, ethnicity, culture, sexual crientation, disability or health
candition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
ce to dominant cultwre andfor cultural assumptions. We advise to seek
gender rh-.ll:ralrl:g.lltp usirg plural nouns (“dinidans, patients/clients®) as defaultfwherever possible
to avold using “he, she,® or “hefshe.® We recommend avalding the use of descriptors that refer
to persanal attributes such as age, gender, ace, ethnicity, culture, sexual arientation, dsabilty or
hemalth condition wnless they are relevant and valid. ‘When coding terminology is used, we recommend
to avold offensive or exclusionary terms such 25 "master®, “slawe®, “blackiist® and “whitelst®. We
suggest using alternatrees that are mone appropriate and (seif-) nlphnl-:lry such a5 “primary®,
*secondary®, *bloddist® and “allowlist®. These guidelines ane meant 25 a point of reference to help
identify approgriate language but are by no means exhaustive or definithee.

Author contribulions

For transparency, we encourage authors to submit an author statement file outlining their individual
confributions o the paper using the relevant CRediT roles: Conceptualation; Data curation;
Formal an 5; Funding acquistion; Imvestigation; Methodao H ect administrabion; Rescurces;
m-:?uﬂp-vh:n:thmum; Wisualization; Hﬂﬂﬂhﬁhrgr T:r::!'nal draft; Writing - revies &
editing. Autharship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT rake(s)
following. More details and an ecample.
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Changes to saulharship

Authors are expected to consider carefully the ist and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitree list of authors at the time of the oniginal submisson. Any
addition, deletion or rearmangement of author rames in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To neguest such
a change, the Editor must receive the foliowing the corresponding awthor: (a) the reason
far the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all awthors that they

agres with the addition, removal or resrmangement. In the case of addtion or removal aof authars,
this includes confirmation from the author being added or remonved.

Dby in exceptional circumstances will the Edmor corsider the addmion, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor corsiders the request, publication

of the manusonpt will be suspended. If the manuscript has already been published inan online ssue,
ary requests approved by the Edmor will result in @ oomigendum.

Article transfer sanvice

This jourral wses the Elsevier Artide Transfer Service to find the best home for your manusonpt. This
means that f an editor fieels your manuscript is more suitable for an alternative joumnal, you might
be asked to consider transferning the manuscript to such a journal. The recommendation kit be
provided by a Journal Editor, a dedicated Scientific Managing Editor, a tool assisted recomimendation,
or a combination. If you agres, your manuscript will be transferred, though you will have the
opportunity to make changes to the manuscript before the submission is complete. Flease note that
your manuscoript will be independentty reviewed by the new joumal. More information,

Copyright
Upaon acceptance of an artide, authors will be asked to complete a “Journal Publishing Agreement’ [see
mone information on this). &n e-mail will be sent to the ing author confirming receipt of

the manusmipt together with a “Joumal Publshing Agreement’ form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may neproduoe tables of contents -:rprﬁrlllﬂ:nl‘ articess induding abstracts for intermal
circulation within their institutiors. Permission of Publisher & reguired for resale or distribution
outside the institution and for all other dermvative worlks, including comipilatiors and translations. If
eacerpts from other copyrighted works are included, the authon(s) must obtain writben permission
from the copyright owners and credit the sourceds) In the article. Eisevier has FrtMntﬁdP.F:-rrrﬁ- for
use by authors in these cases.

For goid open acoess arbides: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a
‘License Agreement’ {more information). Permitted third party revse of gold open aooess articles &
determined by the author's choloe of user license.

Author rights
A5 an author you (or your employer or insttution) have certain rights to regse your worke Mare
information.

Elseviar supparts responsitie sharng
Find out how you can share your research published in Blsevier journals.

Role of the funding Source

fou are reguested to dentify who provided finandal support for the conduct of the research and/or
preparation of the artiche and to briefiy describe the robe of the sponsan(s), f any, in study design; in
the collection, anakysis and interpretarbon of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the artide for publication. If the funding sourceys) had na such invohlwement, it s recommendied
to state this.

Opan acoass
Flease visit our Cpen Acoess page for mone information.

Language (usage and edifing services)
Flesase write your ted in good English {American or British usage is acoepted, but not a micture of
these). Authors who feel IE_' Englsh language manuscript may reguire edting to diminate possible
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Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single POF file used in
the peer-revies promess. Ediable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. &l comespondence, including notification of the Edfor's decision and reguests for
revision, is sent by e-mail.

Swhmif your article
Plesase submit your article wia hittps:/fwww editorialmanager. com,fmilores.

Sugpesting reviewers
Flease submit the names and institutional e-mail addresses of several potential reviewers.

You should nat suggest reviewers who are colleagues, or wha have co-authored or collaborated with
you during the last three years. Editors do not inwie reviewers who have potential competing intenests
with the authors. Further, in order to provide a broad and balanced assessment of the work, and ersure
soentific rigor, please sugpest diverse candidate reviewers who are located in diferent countries/
regions from the author group. Also consider other diversity attribubes e.q. gender, race and ethnidty,
CANBEr etc. Finally, you should not include edosting members of the joumals editorial team,
of whom the journal ane aiready awane.

Note: the editor deddes whether or not to invite your suggested reviewers.

PREPARATION

Ouerias
For guestions about the editorial process (induding the satus of manusoipts under review) or for
technical support on submissions, please visit our Support Center.

Paar raviaw
Thiis al operates a single anonymized review process. All contributions will be infally assessed
thi ﬁ:-l:;l:fu' surtahility ﬁ:lrhill:l'rl]mnul. Fapers deemed suitable are then typically ﬂnttl:z mhlmun?f
twao independent expert reviesers to assess the scientific qualiy of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acoeptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are nat invalved in decisions about papers which they have withen themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to produds or services in which the editor has an
interest Any such submission & subject to all of the joumals usual procedures, with peer review
Hrl:lld independently of the ndevant editor and their research groups. More information on types
peEr review.

Uza of word processing soffwara

[t & impormnt that the file be saved in the nathve format of the word processor used. The tesdt
should be in single-column format. Keep the layout of the tet as simple as possible. Hn:tiun'nm
codes will be removed and replaced on processing the artice. In particutar, do not use the
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, falics, subsonipts,
supersmmipts etc. When prepaning tables, if you are using a table grid, use only ane grid for each
individual table and not a gnid for each row. I no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way wery similar to that of conventional manusoripts
(see alsp the Guide to Publishing with Elsevier: hitps:/'www.elsevier.com/gquidepublication). Mot
that source filkes of figures, tables and toct graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the secion on Ekectronic artwork.

To avoid unnecessary emors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and ‘grammar-check'
functions of your word processor. Number pages and lines consecutively thraughout the manusmipt.

Article struciure
Ewbaiwizsion - pnnumbared sections

Dwvide your article into cleardy defined sections. Each subsection is given a brief heading. Exch heading

should appear on it own separate line. Subsections should be used a5 much as possibbe when onoss-
referencing tewt- refer to the subsection by heading as opposed to simply ‘the text’.

Fleasa Lo an Emiple at the faollowing lirik:=
hitps: i wwe soencedired: comysoence’article/ pll 5094450 1 32030 5401
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Introdoction
State the objectives of the work and provide an adeguate badkground, avoiding a detailed literature

survey or a summary of the results.

Materia! and methods
Frovide sufficient detalls to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methods

that are already published should be summartzed, and indicated by a reference. If quoting directly
from a previousty published method, use quotation marks and ako oite the source. Any modifications

to ewisting methods should also be described.

Theory/caiculation
A Theory section should ertend, not repeat, the background to the artide already dealt with in the

Introduction and lay the foundation for further wark. In contrast, a Cakculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Resuts
Results shauvld be clear and concise.

LErussian
This should explore the significance of the results of the work, not repesat them. A combined Results

and Discussion section & often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
|iterature.

Conclisians

Thiz main conclusians of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
aloine or form a subsection of a Disossion or Resuls and Disossion sechon.

;thl'l s more than one appendtx, they should be identified as &, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbsening: Eg. (A.1), Eg- {A.2), etc.; in a subsaquent appendix,
Eq. {B.1) and 50 on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A1, etc.

Escantial title page information

# Title. Concke and informative. Titles are often used in informatior-retrieval systems. Avoid
abbreviabans and formulae where passible.

+ Author names and affiliations. Flease clearly indicate the given I1II'I"II|:5J and family namefs)
of each author and check that all names are accurately speled. You can add your name betwesn

parentheses in your own sipt behind the English translteration. Present the authors’ affiliation
addresses (where the actual wark was done) below the rames. Indicate all affilations with a lower-

case superscript lether immediately after the author's name and in front of the appropriate address.

Frovide the full pastal address of each affiliation, induding the country name and, if available, the
e-mail address of each author,

+ Corresponding suthor. Clearly indiate who will handle comespondence at all stages of referesing
and publication, also past-publication. This responsibility indudes answering any future queries about
Methadology and Materials. Ensure that the e-mall address s given and that contact detalls
are kept up to date by the corresponding author.

* Present/ parmanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visting at the time, a ‘Present address' (or 'Fermanent address') may be indicated as
2 footnote o that author's name. The address at which the author actually did the wark must be

retained as the main, affiiabon address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlighis
Highlights ane optional yet highly encouraged for this jourmal, as they Increase the discoverabilty of
your article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the

niovel ressuits of your research as well a5 new methods that wene usad during the study (if any). Please
have a look at the examples here: example Highlights.

Highlights should be submithed in a se editable file in the online submission system. Please
use ‘Highlights® in the file rame and include 2 to & bullet points (maximum &5 chamcters, induding

spaces, per bullet point).
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Abstract
A concise and factual abstract is required. The abstract should state brefly the purpase of the

reseanch, the prindpal nesults and major conclusions. &n abstract is often presented separately from
the artide, =0 it must be able to stand alone. For this rexson, References should be avolded, but

essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommaon abbreviations should
be avolded, bat if essertal they must be at their first mention in the abstract fself.

Graphical abstract
Although a graphical abstract is optional, its use s encouraged as i draws more attention to the anline
articke. The graphical abstract should summarize the contents of the aricle in a condse, pictorial form

designed to captune the atbention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Flease provide an image with a minimum
d!llxllumﬁ{hxw}ummlﬂmm.m should be readable at @ size of § «
13 om using a reguilar screen resolution of 46 dpl. Preferred file types: TIFF, EPS, FOF or M5 Office
file. You can view Examiple Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's lliustration Services ta ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum af & keysards, using British spelling and avaiding
general and plural terms and muitipke con {avaid, for eample, “and’, 'of"). Be sparing with

abbreviations: only abbreviations firmiy ished in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviztions

Define abbreviatians that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the artiche. Such abbresiations that are unawaidable in the abstract must be defined at thair first
mentian there, a5 well as in the footnote. Ensune consstency of abbreviations throughout the artide.

Ackn

Coliate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
nat, therefore, include them on the tithe page, as a footnate to the titke or otherwise. List here those
individuals who provided help duning the resesrch (e.g., providing language hedp, writing assistance
or proof reading the artide, etc_ ).

Formtting of funding sources
List funding sources in this standand way to facitate complance to funder’s reguirements:

Funding: This work was supporbed by the National Enstitubes of Health [grant numbers oo, yyyy);
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seatte, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa).

It & not necessary to include detiled desmptions on the ar type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other ressarch

institution, submit the name of the instifute or argantzation that provided the funding.
if no funding has been provided for the research, it is recommaended o include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commendal, or
nat-for-prafit sectors.
Lindts

Follos internationally accepbed rules and conwentions: use the interrational system of units (S51). If
other units ane mentioned, please gave their equivalent in SE

Matty formuiae
Hmwhﬂnﬂqﬁmmuunﬂtm ard not 25 images. Present simple formulag in
line with normal text where possible and use the solidus () instead of a horizontal line for small

fractional terms, e.9., &Y. In principle, vanables are to be presented in talics. Powers of e ane often
more conveniently denated by exp. Mumber consecutively amy eguations that hawve to be displayed

separately from the tet (if referred to explictly in the text).
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Foofnotes

Fooinotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and It the footnotes themsehees separately at the end of the
article. Do not indude footnobes in the Reference list.

Artwork

Eladtronic arbwork

(raneral points

» Make sure you use uniform lettenng and sizing of your criginal artwori.

% Embed the used fonts if the application provides that opbion.

# Aam o use the following forts in your dlustrations: Aral, Courler, Times New Roman, Symbol, or
use fonks that ook similar.

% fumnber the ilustrations according to their seqguence in the: text

# s 3 logical naming comvention for your arteark files.

* Provide caphions to illustrations separately.

# Size the lustrations dose to the desired dimensions of the published versian.

# Submit each illustration as a separate file

% Ensure that color images are acessible to all, including thase with impaired color visian.

A detailed guide on electronic artwaork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detalied information are given here.
Formats
If your electronic artwork |5 created in a Microsoft Offioe application (Word, PowerPoint, Exced) then
please supply 'as &' in the native document format.
diess of the application wsed other than Microsoft Office, when your dedronic artwork s

finalized, please *Save as' or corvert the images to ane of the following formats (nobe the resalution
requirements for line drawings, halftones, and ling'halftone combinations given balaw):
EPS (or POF): Vector deawings, embed all vsed fonts.
TIFF [(or JPEG): Calor or le ra Ifanes), to a minirmwm of 300 dpl.
ﬂFFEu-r JFEG}: Hrrupplqupln I:IF:l-:;DT;wl'E:pl{r::h} ml]::lmn-;s, keep ta a minimum an‘ 100 dppi.
H {or JPEE): Combinations bitmapped bnefhalf-tone (color or grayscale), losep to a minimwm of

dipd.
Pieaze do notz
# Supply files that are optimzed for screen use (e.g., GIF BMF, PICT, WPG); these typically have a
low numiber of Iz amd limbed st of colors;
% Supply files are too low in resolution;
# Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Coor arhwork

Fiease make sure that arteork files are in an acceptable format (TIFF (or JPES), EFS (or POF) or
M5 Office files) and with the cormect resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensune, at no addmional charge, that these figures will appear
in color online (eg., Sdencelirect and other sies) in addition fo color reproduction in print. Further
information an the preparation of eledronic arbwork.

flivstration services

Elsevier's Author Services offers liustration Services to authors prepaning to submit a manuscript but

concemed about the quality of the images accompanying their article. Elsevier's expert iliustrators

can produce scientific, technical and rrul:h:l-::l: images, a5 well a5 a full ange of charts, tables
available,

and graphs. Image ‘polishing' is also aur illustrators take your image(s) and improve
them to a professional standard. Please vist the website to find ocut mare.

Figure caphions

Ensure that each lliustration has a cyption. Supply captions separately, not attached to the figure. &
caption should comprise a brief tithe { ot on the figune itsef) and a description of the illustration. Keep
text in the dlustrations themselves to a minimum but explain all symbaols and abbreviations used.
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Tables

Flease submit tables as editable text and not 25 images. Tables can be placed either next to the
relevant ket in the artide, or on separate page(s) at the end. Mumber tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any tabde notes below the table body. Be
SDI'I'E.Tl:l'lll.l!tl:l'f‘hblﬂlndm!mthﬂtmlﬂhpﬂrﬂﬂlnﬂmdﬂrﬂ:ﬂ licate: results
described elsewhene in the artide. Fease avoid using vertical rules and shading in table celis.

Referances

Citation in text

Flease ensure that ewery reference dted in the tet is also present in the reference list (and vice
versa). Any references dted in the abstract must be given in full. Unpublished resuits and personal
communicatans are not recommended in the neference list, but may be mentioned in the text. If these
referenoes are included in the reference list they should follow the standard referenos style of the
journal and should indude a substitution of the publicabion date with either “Unpublished results' or
'Fersonal communication®. Citation of a reference as %in press’ imples that the item has been accepted
for publication.

Reference lnks

Increased discoverability of research and high quality peer review ane ensured by online links to the
sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indeding servioes, such as Soopus,
Crossref and PubMed, please ensure that data provided in the references are comect. Flease note that
incomect swrnames, journal/book tites, publication year and pagination may prevent link creation.
When copying references, phease be careful as they may already contain emors. Use of the DOD &
highly encouraged.

A DO s guaranteed never to change, 50 you can wse it 25 a permanent link to any electronic artide.
#n example of a citation using DAL for an article not yet in an sswe s VanDeor 1.2, Russo R.M.,
Jamess D0.E., Ambeh W.B., Franke M. (200%). Aseismic continuation of the Lesser Artiles slab beneath
northessten Venezuela. Jourmal of cal Resesrch, hitps:fidolorg/10.10397 200138000884,
Flesase note the format of such otations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

s 3 manimuwm, the full URL should be geen and the date when the referenoe was last accessed. Any
further information, if known (DOL, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be green. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to dte urderying or rebevant datasets in your manuscoript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Cata neferences should indude the
following elements: author names), dataset ttie, data repository, version (whene available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference 5o we can properly
identify it a5 a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available 25 a peer-reviewed publication, the formal
publication should be used as the referenoe. If thene ane preprints that are central to your work or that
cover cucial developments in the topic, but ane not yet formally publshed, these may be referenced.
Preprints should be clearty marked as such, for example by including the word preprint, or the rame
of the prepnint server, as part of the reference. The preprint DOL should also be provided.

References in a special issue
Flease ensure that the words ‘this issue’ are added to any references in the bist (and any citations in
the text) to ather artickes in the same Spedal Issue.

Reference management safftware

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
maragement software products. These incdude all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using diation plug-ins from these products, authors only nesd to sefect
the appropriate journal template when preparing their artiche, after which ctations and bibliographies
will be avtomabcally formatted in the joumnal's style. If no late is available for this joumnal,
plesase follow the format of the nr|'1:IJl.:lrlill'llrll:sfl'slrI and :rmﬂ a5 :h-:lm in this Guide. 1f 'rj:lu.l use
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reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electranic manuscript. Mare information on how to remove field codes from different reference
managemaent software

Reference style

Text: All dtations in the ted should refer to:

L I:S'I.lnp.lr. autfiar; the author's name (without initiaks, unless there is ambiguity] and the year of
publication;

2, Two avthors: both authors’ names and the year of publication;

1, Three or more authors: first author’s name followed by ‘et al.” and the year of publication.
Citatiors may be made directly {or parenthetically). Groups of references can be listed ether first
alphabetically, then :I'I'm:i:pmh'y, ar vioe versa.

Examples: ‘a5 demonstrated (Allan, 2000a, 20000, 1959; Allan and Jones, 1959).. Or 2=
demanstrated (Jones, 1599; Allan, 2000).. Kramer et al. (2010) have recentty shown ...

List: References should be armanged first alphabetically and further sorted chronologically
necessary. More than one reference from the same author{s) in the same year must be identified by
the letters ‘2", 0, 'c’, etc, placed after the year of publication.

E 4

E::ﬁtﬂl journal pubdcation:

van der Geer, ], Hanrads, 1.A.), Lupton, R.A, 2010. The art of writing a soentfic artide. 1 So.
Commun. 163, 51-53. I1I:t|:|::,l'.|'|:ll:|:g.l 10.1016/).5c.2010.00372.

Riefierence to 3 journal publcation an artide number:

Van der Geer, 1, Hanraads, LA.L, Lupton, R.A, 2018. The art of writing a schentific articke. Helryan.
19, 00205, hitps://dol.orgf10. 1016/ heliyon.2018.e00205.

Rieference to a book:

Struni Jr., W, White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, Kew Yori.
Refierence to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, LB., 2009, How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.5.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Bectronic Age. E-Publishing Inc., New ‘York, pp. 281-304.
Reference to 2 websie:

Cancer Ressarch UK, 1975, Cancer statistics reports for the UK. hittp://www.ancermeseanchuk. ong/
aboutcancer, statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] Ogura, M., Imahiro, 5., Safo, 5., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese cak
wikt disease and sumounding forest compostions. Mendeley Data, v1. hitps:/fdol.ong/10.17632/
aw)IBnb3Gr. 1.

Reference to software:

Coon, E, Berndt, M., Jan, A, Svyatsky, O, Atchley, A, Kikinzon, E., Harp, D., Manzini, G., Shelef,
E., Upnikov, K, Garimella, R, ¥y, €., Moulton, D, Karra, £, Painter, 5., Jafarov, E., & Molins, .,
2020, Advanced Terrestrial Simulator (ATS) w0.88 (Version 0.88). Zenodo. hitps://dol.org/10.5281/
zenado. 3727209,

Journal sbbweviations soure
Journal names should be abbreviated acconding to the List of Title Word Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors whao have video or animation fies that they wish to submit with their artide are
strangly encouraged to indude links to these within the body of the articke. This can be done in the
same way a5 a figune or @ble by referring to the video or animation content and nating in the: body
text where it should be placed. All submitted files should be properfy |abeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material i directy
usable, please provide the file in ane of our recommended file formats with a preferred maimum
size of 150 MB per file, 1 GB in total Video and animation files supplied will be published online in
the electronic version of your articke in Elsevier Web products, including Sciencelirect. Please supply
'stills’ with your files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detalled instructions please visit our wideo Instruction pages. Note: since videa and animation

cannot be embedded in the print version of the journal, please prowide ted for both the electronic
and the print version for the partions of the article that refer to this content.
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Supplemeniary materisl

Supplementary materal such as applications, images and sound clips, can be published with your
articke to enhance & Submitied supplemen fems are published exactly as they are received (Exced
or FowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, desmiptree caption for each supplementary file. If you wish to make danges to
supplementary matertal during any stage of the prooess, plesse make sure to provide an updated file.
Do not annotate any cormections on 3 previous version. Please switch off the "Track Changes' option
in Micrasaft Offioe files as these will appear in the published wersion.

Resaarch data

This jourmnal reguires and enabdes you to share data that supports your research publication where
appropriate, and erables you to interink the data with your pu artiches. Research data
refers o the resuits of obsenations or expenmentation that validate reseanch findings. To facilitate
reproducibility and data reuse, this joumal also encourages you to share your softeare, oxde, models,
algartthms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Beloew are a number of ways in which you can associate data with your articke or make a satement:
about the avallability of your data when submitting your manuscrpt. 'When s data in one of
these ways, you ane expected to cte the data in your manuscript and reference list refer o the
*References® section for more information about data citation. For mone information on depositting,
sharing and using reseanch data and other relevant reseanch matenals, vist the research data page.

Data
If you hawe made your research data available in 2 data repesitory, you can link your artide directhy to
thi dataset. Elsevier collaborates with a numiber of repositories to link arbdes on SoenceDirect with

relevant repositories, E:rl:ln-; readers acoess to underlying data that gives them a better urderstanding
of the research described.

There are different ways to link your datasets to your articke. 'When available, you can direcily Iink
your dataset to your articde by providing the relevant information in the submission system. For maone
information, visit the database Iinking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear nexdt to your published
article on SdencelMrect

In addtion, you can link to relevant data or enttbes through dertfiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: mom (eeg., TAIR: AT1GE01020; CODC: 734083,
FOB: LXFN).

Data in Brie’

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additioral raw data into
a data article published in Data i Aref’. A data artide is 3 new knd of article that ensunes that your
data are actively reviewed, curated, formatied, indexed, given a 001 and made publidy available
to all upon publicabion (watch this wideo describing the beneffts of publshing your data in Data 4

. fou are encouraged to submit your data artiche for Data i Bref as an additional item di

alongside the revised wersion of your manuscnpt. If your research artide is acoepted, your data article
will satcrmatically be transferred ower to Data An Srefwhere it will be edionally reviewed, published
open aoess and linked to your reseanch arbde on ScenceDirect. Flease note an open acosss fee s
payable for publication in Otz v Bret. Full detals can be found on the Data in Brief website. Please
use this template to write your Data &0 Brefdata article.

Data staterment

Ta foster transparency, we reguire you to state the avalability of your data In your submission
your data &5 unavailable to acoess or unsuttable to post. This may also be a requirement of your
funding body or instRution. You will have the opportunity to provide a data statement during the
submission process. The statement will appear with your published articke on SoenceDinect. For mane
information, visit the Data Statement page..

AFTER ACCEPTAMCE
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Avaiabiiity of accepted article

This journal maikes artickes availabbe online 25 soon as possible after acceptance. This conoems
the Jowmal Pre- {both in HTML and FOF format), which hawe undergone enhanoements after
acoeptance, 5 as the addibion of a cover page and metadata, and formatting for readability, but
are not yet the definitive versions of recond. & Digital Object Identfier (DOT) is allocated, thersby
making & ciable and searchable by tibe, authar narn?:} ard the full text. The arbicle's POF also
carmies 4 disdaimer stating that it & an unedited artide. Subseguent production sages will simply
replace this version.

Cnlineg proof cormaction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
oormections within bwo days. Cormesponding avthors will recetve an e-mail with a link to owr online
proofing system, allowing annotation and cormection of proofs online. The environment s similar to
MS Word: in addition to editing text, wou can also comment on figures/tables and answer guestions
fram the Copy Editor. Web- tmﬂwucﬂmw-ﬂu:fﬂardmmmpmb;alhﬂlm
o direciy r comections, elminab | introduction of ermors.

?fn;ilrr-d, w?gnml chiooisa 'h:l?lru:ﬂl an?uphl-:l your edits on the POF version. Al instructions
for proofing will be gaeen in the e-mail we send to authors, induding albernative methods to the online
wersion and POF

we will do l'l.llr'p'ﬂ'll ibl to ur artide published gu and accurately. Flease use this
proof only fa dud::gﬁbfpuﬂfgfidrurq. comipleteness and u{:ﬂm-:fhm bkes ard
figures. Signifficant changes to the articke as acoepted for pubdication will only be considened at this
stage with permission from the Editor It i im nt to ensure that all comections are sent back
to us in one communication. Please chedk carefully before replying, as indusion of any subsequent

oormections cannot be guaranteed. Procfreading s sobely wour responsibiliy.

Oforints

The cormmespanding author will, at no cost, receve 3 customieed Share Link idirng 50 days free
access to the I'-':fpul:-llsh-ld wersion of the articke on ScienceDirect. The Ehmkrgn blla.ll!;:ﬂ for
sharning the artide wia any communication channe, induding email and sodal media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which s sent onoe the artide s
accepted for publication. Both oomesponding and co-authiors may order offprints at any Hme via
Blsevier's Author Servioes. Cormesponding authors who have published their arbide gold open acoess
do nok receive a Share Link as their final published version of the article is avallable open acoess on
Soiencelinect and can be shared through the artide DOf link.

AUTHOR INQUIRIES

Viskt the Esevier Support Center to find the answers you need. Hene you will find ewerything from

Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

E.I can also check the status of your submitted article or find out when your accepted artide will
Ppu bl

& Copyright 2018 Bisewiar | hitps - e, ey onm
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{ INTRODUCTICN " WRITING YOUR PAPER CHECKLIST

Mo matter which subject area you specialize in, publishing Wk your way Trough this checidist, using the contents of this guide, o help
the resulis of your research is a critical part of your academ you find the Best journal for your work:

career. But writing an academic paper can feel like a daunting

) ) Choose your (argel journal
task — there's nothing worse than staring at a blank screen

after all Understand the journal’s instruclions for authors

This guide will take you through all the stages of writing j Famikiarize yours=H with =ditzrial palicizs and standards of reparting

paper. from preparation and structure, through to writing
. . Consider the four A's: sims, audi=nos, awarene=ss, and artliculation
each section of the paper. and beyond.

Det=rmine your arlicle structure

By following the advice and guidance here, Ml be able to

produce a paper that= a great fit for your chosen journal. Choose your keywords and |l=arn how (o writ= far SEC

'Wrile up your manuscripl:

Prepar= tables and figue=s (il raquired)
Choosing Wrile up the litzrature review (f required])
ajournal Wrile e meThod

o Wril= up your resulls
Youre Writing
published! your paper Writa the discussion and conchusions

Wrile [he inlroducTion
Wrile [he sbsiracl
Create & compeling Tile

Making Edit and refine your compleled manuscripl
your
submission Check the editorial policies and insiruclions
for authors 1o ensure you've induded
=weryThing required by The journal

Understand your target journal's

P , - : . -

/WHERE TO 5TART instructions for authors

You've completed your research and now it's time to write it Once you've chosen your Terge? journal, vou need
up. But where do you start? Here we've laid out the first four o understznd what they'r= kacking for in papers
subrmiti=d (o therr. And the first place (3 lsokis the
nsiructions for euthors (IF Thes= are an individual
3=l of recuirerrents fos @ journal that Felp guide

critical steps to help you begin your write-up the right way.

colential zuthors Io construct theis erticle in the

zorrecl way and prepare i for submission
Make sure you've selected the journal you want Trey vl tell you =
to submit to foard mxpects s see in arlicles sobmilled to the
paumnal. And the IFAs will zlse include details of specific
processes I Tollow there zre no problems
during production should your arlicle be scceples.

wihel the journels ediloriel

Orne of the biggest mistzkes you can make is I slart writing o)
res=arch withoul first chioosing the journal you wanl 01z be published in.

o B3y

¢ peper, from e siyle and struclure I The audi=nce you
uld have in mind while writing, and =ven the arficle l=ngth, will depend an

whizh joummal youre Largeling, Choosing the jourme! Before yoo starl wriling

elso means you can Lailor your work to Build on research thal's elr=ady

been published there, This can help =dilors (o se= fow 2 paper 2dds (o the

What information is included in the instructions for authors?
The insCruclions Tor suthors include 2l the sssential information youll ne=d o
know bafore you submit ysur erticle. for =xample:

corversation’ in their jpurnel.

Genesel guidalines, ke which online submissicn system you need o use,
and which lenguages (he jzurnal publishes in

‘iiord count

Fermailing 2nd whether arlicle Temglales can be used

To help you with this : Syle guides

crucial step, take a Speciflic polices relating To e jourmal, such as clinicel trial regisTry or =Chics
look at our guide on. comphance

sejecting the fght Cip=n access cplions

: By follzwing [hes= guitelines youll knay
for submission and ncludes everything the edilcrial boerd would e (o s=e

ur arficle is in exacthy The right format

Vou can find e [Ss for sy Taylor & Francis journal oo e jourmels

home page viz Tayler & Francis Golins.




ARTICLE STRUCTURES AND FORMATTING

Depending on your subject, : , journal choice,
and any number of other considerations, the type of article

you write could vary wid

your article. But we've provided some hints and tips
here to get you started.

Study your target journa
The best
jeurnal Lock thraugh the journals insiruclions for suthers, 2s discussed sbove,
Bl abs read through back issues = the journel. This will enable you (o review
Figw aother arlicles like The creyou infend U write are strociured.

o S=lermine Pow [o siruch

ur erticle is To sTu

10 AUTHGR SERVICES | Wring your peper

Using standard article
templates
plates — 0

Alttcogh many joornels have Besic
elements of siyle in comman, each
journel can heve its own specific
farmatling. This defines Mow an
erticle will look when it is published

onbne grin grint.

Ta meke [his sasier, journals ofi=n
provide templates (for axample in -
Wiars or LaTeX) Lising & t=rmzlare

u delermine

our journzls have temglales you can simply downloed. You cen fing links
[z [Mase o r chosen journal’s homepeze on Taylor & Francis Online

unger The inslruclions Tor euthors. Each wersion of the (emplate has ifs own

imstructions file, which explzins how o save and use T

mat-free submission
ing number of Ta;
submi R means (hat, &3 long &% you use a consisient cit
format and include everythi
work withoul needing [o worry about formatling your mani
meel thal journals requirements. The i Sones for authors for your
men journal will izl you whether erates format-free subm
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turing review articles

=, 2izg called 2 literaiure

1 pre y
& good review article will give an overdew of currenl thinking
=%, Urfs an orignal ressarch arbce, wont prasest mew
arficle struclure is 2 lill= difarent

res=erch on & Lopi
on the chosen g
experimaniel resulls. As 2 resull, rey

‘While review erlicles cen

ary, 2 Typizel revmw artich wil include
Asiracl

riratiatien Far some in Septh Lips on writing

review articles take 2 lagk =0 the
cel discussion dzdipated zage an our webzite

Conclusicns

Lilmralure reves

IMRAD: Standard structure for a STEM journal

T you're wriling & STEM arlic ill use the AT
sirusture for siendard research articles. (MRAD covers the sin re of the bogdy of
the research menuscripl {after the Title 2and Abstrach). THis consists of

. the chemces are thal Te jourmel

The &ims and scope stalement includes:
Introduction
Mezthzd
Resuits
And

Disoussion and Conclusions

Mol all journels use (hess secticn (lles in tis
order, bul mosl pubished STEM arlides
fave & struciure similar 1o IMRAD.

ALITHOR SERVICES | Wrnpymur peper | 15

/ CHOOSING KEYWORDS AND WRITING FOR SEO

Using keywords

When you submil your arti

poull ofizn need o incude keywords. These wil
r arlich= on [(he journal or publisfter’s websile, as well 23 on

Be used (o index ¥
search engines k= Google Scholer.

These rds will Felp orhers find &
of them as the labels Tor

aur arficle quickly and accurately - thin

ur article And key
& sirong correls
e arl receives and (he subzeguent number of cilalions it receives.
Eg picking vour keywords wisely is warth your while.

ros erent just aboul improving
exis(s belween the orne hils

wour arlicle’s discoverebi

Bul how 8 you choose your keywerds?

search for arficles yoursell
rds or phrases you pulin,

wr own arficle and wihal

Onee youve drawn up & sharilist,

try smarching wilh =, 1o =nsure
the results T with your arficle end
useful they

ds on Google Trands.
ich are the mosl used,

‘re =Bl unsure, check The ke

r Tield’s major papers.

Mot all journals use thess saclicn Tiles in This order,
Bul mast published STEM arficles Mave 2 struclure similar [ [MAAD.



Writing your article with =earch engine optimization in mind
Google, Google Schclar, end other s=arch 2ngines drive & huge smount of raffiz 1o
journal articles. Journals and their pubishers do a lot of wark behind The scen=s an
s=arch engine optimization [SED), Bul you can slsa play a crucial role in opTimizing
the s=arch resulls far your article. UlTimeately. his will help more people te find,
reed, and cil= your work.

But vy can you write for SE07 Here are some tips...

Create a search engine friendly title

IT's vital To incorporate your most relevant keywords in
yaur Tite. This will mean your arficle is more li=ly (o be
included in the results Tor relevant online s=arches. [deally,
it should include 1-2 keywords related (o your [opic, and
Thase keywards should Be within the firsD 5 characiers of
yaur [ile so Chat theyre visibie in (he s=arch engine resdlts.

Optimize your abstract

Ta hawe the maximum impect in s=arch engings, you should sim To place
=szenlial indings and keywords in the first o senl=nces of your absiracl
Only the firs wo senlences normally Jsglay in s=arch engine resulls, soif
yau meks them enticing and keywaond relevant, iT should sncourags people
T chck Through and read furthier.

In 2ddition, you =hould aim Ts rezest your

warits 3-6 Times wiThin your
absTracL Bl Try Io do This naturaly, as The surpose of your eSstract is To
=muzcmss e Key poinis of your resesrch, cleary and concisely.

Use keywords throughout your article

K=ywards anen't just imporiant in your ttle end abstrac.
¥ou should aim To ensure you use them consistently
Treughoul your erfice. In garticuler, iMyoure sz o
inczrporets keywoess inlz Peedings, T wil felp s=arch
=ngines [o understand [he confent and streclure of
youraeTcle.

Howeaver, make sure you lel Keywords low naturally and
in & contexiual way. S=arch =ngines dislike 12e much
k=yword regatilion, known as keyword stuffling, and may
‘un-index’ yaur article if it seems kepwords ar= Baing
repealed wilhouT conTest

13 ALTHOR SERWICES  Wiriling your peper

HOW TO WRITE YOUR MANUSCRIPT
— ASTEP-BY-STEP GUIDE

Every article is unique - and as discussed, the structure of

For example, Humanities and Social Scdences articles may
be less likely to include tables and figures or materials.

Howewer, there are several standard =sections that many
researchers need to tackle when writing a manuscript.
We'we laid these out below - in the order in which you
wiould normally write them - with hints and tips

making the most of each section.

Prepare tables and figures (if required)

They say & picldrs is werTh a thousend werds - and you could say the sams
far & (akl= ar figurs in 2 manussripl. They ar= ofizn the meat impactful and
=fMicient way (a present your results,

Tatlms and figures shculd crasent naw information rather than Sopicating
whaliz in e Taxt A4 resfiecs should Be sble Iz interpral them withoul
© Tz Them in The text).

refarence o the T=ut (although you will need &

‘When creating tables and figures Tar yaur article. maks surs @ check the
journal’s instructions far authors and =ditarial policias, which may sTpulats
on layouts, use of color, and a numier of other formatling soints.

In garticular, iUs important Io consider e size of each
Talie or figure and whether it will [ on a single journal
pege [T e (alie is cramped in 2 Microsoft Word

Hocurmant, Twil crdoubiesh, be S oull [0 represent
it clearly on & journal cage. IFTRE o e case, you could

consider spliting The dats inlo tweo or mars Lables.

Take & look &l our guj
for mare information on layouts in Taylor & Francis
journals.

UM AITRID TRTACET i i e

115

ALITHCR 5 ERVICES 47 Wil mg rour poper/ 13 l

Olaar and conciss ks

budit around ks

Modelling malaria dynamics with
partial immunity and protected
travellers: optimal control and

cost-effectiveness analysis
ABSTRACT

Abstract

A mathemalical mods] of malaria dynamics with naturally acquired
Transi=nl immunity in he presence of protecied travellers is
presented. The qualitative analysis carried out an The aulonomous
maodel reveals the exisTence of backward bifurcalion, where The
locally asymplotically stable malaria-free and malaria-present
equilibria comxist as the basic reproduction number crosses unity.
The increased fraction of proftected travellers is shown o reduce
The basic reproduchion number significantly. Particulary, optimal
contral theory is us=d 1o analys= the nen-aulonomaus madel, which
incorparates faur contrel variables. The existence resull for the
optirmal contral quadruple, which minimizes malariz infacticn
and cosls of implem entation, iz sxplicitly proved. Effects of
combining 21 lzast any thres of the control variables on
The= malaria dynamics ars ilusirat=d. Furthermore, the i
- A 2 natural vy
cosl-effectiveness analysis i carried oul o reveal The most (=",
cost-=ffeclive stralegy thal could Be implemented o prevent [Tl
and contral the spread of malaria with limit=d rescurces.

&, KEYWORDS:

ptected travallars cost-effecthe anakysis

Ighting the

m;hpnlnL'.
Intha artidl

selizgl conlrol gnd copt-c Mecthvency cnchaiy by 5 Dlonis, K. 0. Olimeen,
3. 0. Adeacnyn & A. % Labels @ besnacd wrder COET 8
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Write up the literature review (if required)
Li=ralurs reviews eran’ atways requires, but ofien farm an
impartant pert =f Humanitizs and Social Sciznces manuscripls.
Tygically, you would =xpect a lileraiure review o
Dizcuss whals alr=ady known efout the Topic of the arTice
Iteify gaps in correnl knowl=dgs
Preseni your approach to addressing thoss geps
£z you weite, make sore Tz follow Theze Tips:
Summarize and synthesize: give 2n overview of [he main
points of mach source and combine Them inle a coherent whcle.
Analyze and interpret Sont just pacaphiese Stfer ces=arciiars
- 2#8 your con inlesprataticns, dcussing the significance of fingings
in relalion [o The iferafure as o whole.
Critically evaluate: meriion the sirengiis and wesknesses of
PO SDUMTES.

Bring it all together: draw coanaclions, comperssns, and conlrasls.

Write the method

The method saclicn (often methods end materials’ in STEM] provides The
read=r wilh all The Sateils of how you conduclad your ressarch.

A good way ta slarl his s=clion is To check The insTructions Tar authors Tar
yaur targel journal to 3= whather (hey sTal= any requirsments an Raw ©
should be presznied. IUs alsa werTh reviewing previously publshad
papars in e journal or sample regerTs onThe journal website.

Wih=n you come Do wrilz your method secTion, you should:

Us= subheedings (o szparate different methedalogies
Di=scritte wital you Jid in The cast i=nse

Descrite new methods in encugh detail

[hal ancther rasearcher could
raprotiuce what youve Sone
Dizscrive eslablished methods
briefly and incude a reference
wifiere readers can find
mare delail

Exala any sialistical T2sis
snd paramelars

for review article writing on our wwebsite.
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Write up your results
n the results sechion, you'rs ultimatzly
rihal e

WWrite the dis on and conclus

These seclions are girmed al enswering e queshion: whal do your resulls
mean? |n olher words, ey should be en interprelelion of your results,

resgponding To the gueslicn
found?

To write an =Meclie discussicn and conclusion, Tollow thes= Lips:
To write an effeclive resulls seclion,

Tallow thes= tips:

Diszuss your conclusicns in order of most Uz beast imporient.

Carmpare your results with thes= from cther studies - for example, are they
consiskznl wilh olher indings? And if nol. you should sisc dicuss wity that
might be the cas=.

Simphy stat= what you found, but e
nalinlerprel The resulls or discuss
their implications.

] wde represenialive resulls thal ere
essentizl for your Smcussion points. Howeeer,
rermember thal marmy rrels affar the possibdity of edding supparting
ar supglemental meterizls, 5o use tham freely for delz or findings of
secondery Imporiance.

Talk zbaur amy inc & resiis and explein them as best you can_ Yaou
can elso suggesl addiional experiments needed o clerify the results further.

Whille it may seam counteriniuilve, iUs impartant iz briefly descrite amy

limitztizns of your study. This sh:
considered the weeknessss of
imprassion wilh editars and re:
in-gepth understending T your tg
suelly be in order resmareh.

carried oul the:

ws reviewers and resders that you have
wr research. Dging this will meke 2 positive
rs, &5 il mzkes it cleer tal you heve en

Use subheadings (o saperate the results of diffarent exgerimenis/meathods

and cen think objectely aboul

Prasert your resulis in a logiczl order - thi:
af impariance, nat necessarily e arder in whid
resezrch

whet your results may mezn for reseserchers in the same fisdd es
ers in oiter fields, and the genersl publ
Use the pest (ense [o describe your results, but refer iz amy figures and How sould yoor findings e epglies?

[ablzs in the pres=nl (znse.

Explein haw your results extend the findings
Oon' duplicate dala among figures, [ebies. and (exl As menlicned earkar, of previoos siodies

you donl ness [z repeel h
Simply use the texl [o summerize what the reeder will find in the table, or
rmention one or o of he most imporiznt dats paints.

srmation contzined in & figure or [eble.

Ifyour findings ere preliminary, suggesl
future studies Thal nesd (o be carried cul

AL the eng, siale your mein conclusions once egain.

AUTHORSERVICSS | Wrlingyour pepor | 31

Write the introduction Write the sbstract

s simgler to inlroduce and summarize samething you'ne airealy Your sbsiracl s e seling pilch of your erficle. This is where res=archers cen
someihing thal doesn'T =st yel 2a, while may betempted o gl & quick insight int end decide whether o read and cite »
imroduction first - after &l iU's the stert ol your article 'l actuelly find it content or lzck elsewhers. 5o irs warth spending time 0o gt il right

much eesier (o wrile il once e main body of your ariicle is complets.

Tk aboul aksiracts for cifer reseercfers’ articles el you Reve reed in e

Your ntreduction should provide readers wilh [he Background informalion past ‘Whal quailies would encourages you [o read e full erlicle? What would
me=ded Tz undersiand your siudy end the reesons why you condusted your pul you off? Consider thase Tacicrs when crealing your own.
exzeriments.
An abstrect should focus on:
A good ntraduction should answer the Tollowing gueslions ‘What your research is aBoul

Whelis the problem [o be schoed?
Are there zny exisling solulicns?

Vet
Whet is its main limiletion?

‘What metfods heve been used
‘Whal your main findings 2re

is the besl?

Eech journal will have its own word limit for absirects which youll find in the
instructizns for authers, bul epproxmeiely 100-200 words are what youll
hizve [o wiork with, Check the guidelines before you starl wriling.

'Whet da you Mape o echisve?

The key nales Tor wriling your abslrect are

kground and foliow the
uging approprizie ciletions.
ons should be:

Accuracy is crucial Whalever you argue or clasm in [he sbslract musl
reflect wial is in The main & . Thers's no room for
Myperbale.

Well balanced: IT =xperiments have found The abstract must be self-contained,

llba | i thout ebirey
CEMTEUng resaa S £ QuEstan, make sure you nocmplele references. §needs o make s2nse on ils ow
cile stugies with both kings of resulls.

Current: Every field s diferent, bul you should 2im 1o cite references that
are nol mare than 10 yeers o if passible. ARhough Be sure 0o cile The firsl

ions, Taolnol=s, or

Firalty, i
original ressarch pagpers and review pepers when it comes [o ebslracis

s imporlant [o nole thal theres & significant diffarence belween

discovery or rrantion in the Beraiure even if iCwas more then 10 yeers ags. For original papers. y=u should imirsduce your reseerch, Sescribe your
Relevant: This is the most imporlent reguirement. The slodies you cile: melheds and procedures, and summerize your findings.
sfiauld e strangly releted (2 your resesrch queslizn For reviews, you must frsl slale The prmery o2jeclive of the rewd

Onee you heve provided Background mal=risl end sial=c the probl=m or re=soning Refind your choize, the main oulcemes, 2t resulis ofyour
gueslion for tell the resger the purposs of your sludy, Usuelly, resimw, Then cover [he conclusions thal might be dra nchuding their
the reassn is 1z fill 2 gap in the knowledge base or 1o answer & presioushy mplicetions far furifter reseerch, spplicalion. or pracl

unenswered question.

n i3 & cleer and exacl
statement of your sludy gims. And 2 brief senlence or [wo on how you

Reminder: Jont forgel 2bout
ooooooponoBpnn kemyesords when wiling your Gtle
opoDoooooooooooo nd elsirac See the ke,
nd 520 seclion on page 12 for
more information

conducied the sludy.

OoDoooooooooon
o ooo
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) Create a compelling title
‘Your ttle is your first (and sossibly only) opporiunity To alirec 2 reader’s
art=ation. And dan't forget that the first r=adzrs are the editors - i needs To
capture Their all=ntion [oo.

# good trl= shculd be concise, accurate, and informative. kK should tell The
readier exactly what the arficle is aBout and it should elsa help make your
arficle more discoverable.

I's alsa imparTant To Try o make your Tile understandelie (o resders fam
oulside your fizld and svoid abbrevialions, formulas, and numbers, This
wil help increase the polential avdisnce Tor your erficle and maks it more
accessitie [0 readers with a different nalive languegs.

REMEMEER THE STEPS.

Prepare
tables and
figures

Write the:
dizcu! n and
conclusions

Creal= a
compelling
Litle

T2 AUTHOR SERVICES |/ Wriling your peper

3. Ensure you've included your unigue standpoint
Heve you communicaled your unigue poinl of view [0 sland
¢ bm building on 2 concest alreedy in exislence,
o sill nesd (o Nave something new Lo say. Maks sure
wou'ee 58 il convincingly, ang thal you've made it cles

-I'_II_..l undersiang - and have referenced - what has go ~s balare.

-
e
+ .
= 4_State your case with confidence

Us mazy U5 add caveals (s your work - for

exzmple, 1o fend off imagined orilicsm -
Eul this can makes your case bess impactiul

you've wrillen
+ and ensure you've pul Boross your key
L] paints confidently and unambiguoushy.

L] unnecessarily. Review whal

Refining your language and grammar

The wezy you wrile your article can make all the Sifference [o Now i will be
ur Targel journal edilors, reviewers, and - hopefully -
reeders, And its imporlant (o think ebout al your polantizl sudiences when

reviswing your wriling,
For example, if researchers or preclilionars
oulside your field mey read y arliche, iCs
waorth reviewing it with tham
thay undersiend the Terms you've us=d,

mind. Wil

the references you've made? [fnct,
you'll need [o explein them further.

IU's alsz imporient (o remember that
nol everyone reading the peper will

b= & natiem English speaker, 5o using
Towery languege’ or overcom,
seniences could meke things v
difficult for them o undersiand. We've
pul tegether the following tips (o halp you

refine your wiling...
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REFINING YOUR WRITING: HOW TO CREATE
AN EFFECTIVE, COMPELLING PAPER

Completing the first draft of your manuscript is a big

milestone. But it’s certainly not the finish point. The
making of a really good article is effective reviewing
and editing, to ensure your ideas and findings are
communicated clearly throughout.

Im this secTion, we're going [0 Tak= you Through a whaole hast of tips on refining
and editing your paper (o =nsure you're communicalng effzciively and your
papsr is wrill=n in a way Tal enables it to reach The witdesT possible audisnce.

Communicating your ideas effectively

First drafis aff=n tend o be wrillzn in quil= a Tain of Thought manner.
This is na bad thing - it halps T gel everything down on caper [sa @
spaak) Bul ii's imporiant o (hen review svwerpning you've weillen To
ensure thal The core massages of your research arenT gelling lost.

Here are our Key [ips Tor ensuring your care ideas and findings are clear

1. Make sure you've stuck to the point
The slrong=sl papers usually have on= gainl o
rmake. Thay make Thal point powerfully, back it ug
with evidence, and pasition it within the fizld. Revew
your arlicle with this in mind and make changss if
you fzel that point hes got koat along the way.

2. Don't be afraid to explain further

You're so Tamiliar with your ar=a of research That some
things which may s=em abvisus T2 wau, might nol se=m
50 [0 your reader. Review your papsar and consider
weineThear you've Tully = =d yoursall - particalarty
wien describing your methads, Even Bellsr, you

could ask a colleagus whe isnt dirzctly imokad

wilh your research Ta gh
can point cut amThing

once over 3o ey
=y dont undersiand.

#=ep senlences shorl 2and simple - you find yourssll using comma, afler
should be able
—_—

comma, efter comma, your sentence i Toc kg, [dealk

to real 2 senlencs oul loud without heving s pause for

EXprESS Gre main point per senlence - more idees mean mare complex
sanlences. Don g=l sidelracked.

Fronl-icad your sentences - pul the most imporiant informalion et the
tegmning of your s=nlence, where scenning resders are likely 7o s=e il
Build mvery paragraph on one idee or Topic - when you chenge [o ancther
=z or [opic, starl 2 new peragraph. [Us also worth Beering in mind that

sforlar paragraphs are generally 2asier U read, especielly online)

Check

r use of (echnical lengusge - ask yoursell whether somecn=
unfamiliar with your research would understand the technicel terms you're
uzing.

Aol using inilials end acronyms, and elweys sxplsn Mem i you do

use [hem - unless an scronym s 5o commanly used thetils likely (o De
undersiood by & wite renge of sudiznces {eg. ONAL o'l use i wilhoul
mxplaining il frst

Clear oul the ‘deafwood - Seadwood relers Uz 2 wars or phrase thal can
B cmifi=d or simphfied withcul & loss of mesaning. A=maoving it shorlens and
clarifies your copy. Some examples:

— wmEy UMigue

- sdded bonus

— eurrendly underuey

- edergeremBerefsicdies many sludies

- = Caat 2y =nouglt messuremeEnls

nd oul more.




FINALIZING THE DETAILS - FROM
AUTHORSHIP TO COMPETING INTERESTS
u should be familiar with the edi

policies of your target journal at this point. But when you've
completed the final draft of your manuscript, it’s important
it back against these processes and pol

While every journel and publisher may have varying guidance, below we've
highlight=d & few key areas thal you ne=d (o pay perticuler atiention (s

Compet
A compeling inlerest, also known
of inferest’, can occur
r your employer or
nevor) hawe a finandial, commerdial,
al, or professional relationship with
offier organizalions, or with the psople
working with them, thal I il
rres=arch. Full disclosure of sny
= required when
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reference. you can find Taylor & Francis’ portfali

Editorial Polisies on eur websiss )

What iz categorized as a competing inter

Authorship
Prior o submission, the authorship
list and order on your articls
isced
you must also agree
on who will Cal
the corresponding author. IU's the
responsibility of the correspanding
author To reach a con:
egarding all asp
incleding the authorship

order, and (o re all correct

Find oul more about

gur autho EBE!

Compeiing interests can be financial or nen-financiel in nature.

Examples of financial

compealing int=resis include

(But are not imit=d =)
Employment or voluntary

welvement

Colleborations with agvocacy
groups relating To e confent o
e articlk.

Grants fram en enlity gaid [ The
euthor or organizalicn

Persznal fees received by the
euthor's s honoraria, rovelties,
consulling fees, leclure fees,
[=slimonies, =lc.

Patents feld or pending by

e auThors. their inslilulions
or funding organizations, or
Foensed 1o &n enlily whether
earning rovallies or nel
Royallies being received By the
euthors or their inslillicns.

Sock ar share owners
Benefis relzl=d (o the
development =f praducts as en
oulcome of the work.

If theere are no compet

interests (o declar

incly

to confirm that there are no
relevant financial or non-financial

compeding inleresis [o report.

Examples of nen-financial

compealing int=rasis include

(But are mot limited (o)
Receipt of drugs, specialist
equipment, (ools, computer
progrems, Jdigital epplicalions, elc
or acoess (o dala reposilsrizs,
erciival rescurces, mussum
coleclions, =ic by an entily
that might benefit or be al 2
disadvanizge financially or
repuialicnally from [he publshed
findings.
Helding & positian an the boerds
of industry bodies or private
companies that might benafit or
be ar 2 disadventzge financially
or repuletionelly from the
publishad findings.
Wiriling essislance or
edrministralise support from
2 persan or organizalion
that might benefit or be al 2
disadveniage from [he published
fimdings.
Persznal, political, religicus,
ideclogical. ecedermic and
intellzciual compeling inl=resls
which ere perceived o be
relevant o the published
conl=nl.
Imeahement in [egel aclizn
relsled To the work.

da f reporting
'We menlioned these right al the siarl
samething you'd need o a
up your research. Mow's the lime ©:
and ure you've coversd off all requ
Research emmunicat=d in a way
thal supporis v calion and reprodu
Standards of reporting encourage resea

methodology, and analy

Find out more ab

our standards of reporting

ALUTHCASERVICES | Wring ymur peper | 29

Use of third-party material

Thirgd-pertly materizl refers Io anylhing includesd n

yaur erlicle which is owned and held in copyright by 2
thire perly. Thiz includes - Bul iz not limited (o - any
croprietary [ext, dlusiration, (zble, or ather malerial,
ncluding dela, audio, vilden, film sils, screenshals,
musizel nalztion, end any supplemental materisl

Wost journals will regquire that you obiein written
Fermissscn I include such hird-party matesial in your

Fing oul more aBoul

Patient and study participant consent
All jaurnals will have polices regarding palisnt and sTudy parl
AL Teylor & Francis, we sk ell authars to follow the JCMIE requirsments on

privacy end informed consent from pelienis and siudy perticipants.

This meens that when you submit an eriile [o one of gur joumals, i
o confirm that amy patient, sarice user, or parGopant {or that persan's parent

‘Il need

ar l=gal guardian] in any ressprch, =xpariment, cese study, or clinizal iz
described inyour paper Mas green wrillen consent Io e incusion of materiz
perizining Iz thamsatves. T musl elso state= thet they acknowledge thay camnst
vz Tully emarymized them. Wihere
[l=r comsent from

be identified via the paper. end that

someacne is deczesad, youll ne=d (o ensure
their family or esate.

Thers's more infarmetion, incleding an ‘consant (o publish’

form which you can use, on gur websits

Using mathematical scripts and
special characters

Your tergel journal and/or publisier will usually have
gutance on how [o use malthemalical scripls end

speciel characlers wilhin your manuscripl, so maks:
sure you've fallowesd thase correcthy.

Teke 2 lock &t our guidence on mathematical scripts
and special charackers.

article, although thers mey be some limited exceptions.
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