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1. TITULO DO PROJETO:

Estudo de caracterizacdo metabdlica de cepas de Bacillus de interesse agrondomico

1 Lein® 8.958/1994, art. 1, § 2° E vedado o enquadramento, no conceito de desenvolvimento institucional, de:

I - atividades como manutencio predial ou infraestrutural, conservacao, limpeza, vigilancia e reparos;
II - servicos administrativos, como copeiragem, recepg¢io, secretariado, servicos na area de informética, graficos,
reprograficos e de telefonia, demais atividades administrativas de rotina, e respectivas expansdes vegetativas,
inclusive por meio do aumento no nimero total de funciondrios; e
III - realizagdo de outras tarefas que ndo estejam objetivamente definidas no Plano de Desenvolvimento

Institucional da UFABC.
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2. OBJETO:

Caracterizagdo de metabdlitos produzidos por diferentes cepas de Bacillus sp. Em
diferentes técnicas de cultivo in vitro. Caracterizacao de efeito inibitério em patégenos agricolas
do género Colletotrichum, Corynespora, Sclerotinia e Rhizoctonia.

3. APRESENTACAO:

As plantas apresentam um papel central na maioria dos ecossistemas e por isso
desenvolveram naturalmente ao longo dos anos uma gama de interacoes mediadas quimicamente
com a comunidade heterotréfica ao seu redor. (MITCHEL-OLDS, et al., 1998) Nos tltimos anos
a producdo agricola que depende de uma variedade de defensivos quimicos utilizados para o
controle de ervas-daninhas, insetos e doencgas causadas por microrganismos tem alterado
drasticamente essas interagdes, mesmo antes que possamos entendé-las. Evidéncias acumuladas
nas ultimas décadas indicam que o uso indiscriminado desses defensivos quimicos tem se tornado
uma grande ameaca a nossa habilidade de manter uma producgdo agricola sustentdvel no futuro.
(ALTIERI, et al., 1995 and CAMPOS, et al., 2018).

Nesse contexto, abordagens mais ecoldgicas no manejo agricola e no controle de pragas
vem se destacando; como o uso da alelopatia. A alelopatia € um fendmeno em que biomoléculas
produzidas por um organismo (e.g. plantas, algas, bactérias e fungos) influenciam o crescimento,
desenvolvimento, e reproducdo de outros organismos. Essas biomoléculas sdo denominadas
aleloquimicos e podem ser benéficos (alelopatia positiva) ou deletérios (alelopatia negativa), e em
geral sdo metabdlitos secunddrios que nao sdo necessarios ao metabolismos basal dos organismos
alelopatico.(WILLIS, et al., 1998) Bactérias formadoras de enddsporos apresentam uma série de
vantagens quando se trata de sua utilizacdo para formulacdo de produtos para aplica¢do agricola
(PEREZ-GARCIA et al., 2011). Dentre outros mecanismos, algumas destas bactérias produzem
uma gama de compostos inseticidas e antimicrobianos além de promover crescimento vegetal e
induzir respostas de defesa na planta hospedeira (FRANCIS er al., 2010). Em especial, espécies
do género Bacillus sdo capazes de produzir enddsporos, estruturas resistentes a condi¢des abidticas
adversas, provendo maior flexibilidade para formulagdo e, consequentemente, representam a
classe mais importante de produtos comerciais microbiolégicos para uso fitossanitiario (FRAVEL
et al., 2005; JACOBSEN et al., 2004).

As bactérias do gé€nero Bacillus pertencem ao grupo de microrganismos que dispde de
mecanismos de promocdo de crescimento vegetal via biofertilizagao ou promog¢ao de crescimento
direta. Através da biofertilizacdo estes microrganismos aumentam a biodisponibilidade de
componentes essenciais e aumentam o fornecimento de nutrientes minerais para a planta (PEREZ-
GARCIA et al., 2011). Ademais, a promogio de crescimento vegetal direta por Bacillus envolve
a modulacdo do desenvolvimento vegetal através da produgdo de fitormonios ou precursores destes
(TSAVKELOVA et al., 2006).

Entretanto, a aplicacdo agricola mais relevante para este grupo de bactérias se d4 por sua
utilizacdo como agentes de controle biolégico, majoritariamente representada pela utiliza¢do da
bactéria Bacillus thuringiensis e de seus mecanismos bioinseticidas (THAKORE et al., 2006) mas
nao se restringindo a esta espécie (FRAVEL et al., 2005). Neste sentido, o principal mecanismo
de biocontrole se dd por antagonismo, alcang¢ado via produ¢do de enzimas de degradacdo de parede
celular (SHODA ez al., 2000) e lipopeptideos antibiéticos (iturinas, fengicinas ou surfactinas)
(ONGENA & JACQUES, 2008) que, além da atividade antimicrobiana, também estdo envolvidos
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com a indugdo da resisténcia sist€émica vegetal (CHOUDHARY & JOHRI, 2009). Isolados de
Bacillus amyloliquefasciens t€ém sido reportados como agentes de controle biol6gico expressivos,
apresentando antagonismo por produgdo de lipopeptideos(CHOWDHURY et al., 2015) além de
estudos indicando sua acdo como rizobactéria promotora de crescimento de plantas(PGRP)(IDRIS
et al., 2007).

4. JUSTIFICATIVA:

O potencial de bactérias do género Bacillus na agricultura € incontestdvel e, neste sentido,
estudos de caracterizacdo molecular de mecanismos de acdo destas bactérias podem fornecer
informacdes para o desenvolvimento de tecnologias optimizadas para o aumento de produtividade.
Agentes de controle biolégico apresentam esta atividade por diversos mecanismos,
principalmente, via producdo de metabdlitos secunddrios como, por exemplo, moléculas do grupo
das surfactinas. Assim, a caracterizacdo da producdo destes metabdlitos permite, a longo prazo,
desenvolver processos que otimizem a producdo destes metabdlitos e, consequentemente, novos
produtos com atividade incrementada.

5. OBJETIVOS:

Caracterizagdo quimica dos extratos de Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis
utilizando espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida. Caracterizacdo quimica dos
ensaios de co-cultivo entre Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus velezensis vs. patdégenos
agricolas (Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum truncatum, Corynespora casiicola,
Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani). Caracteriza¢ao
dos efeitos inibitdrios via testes de inibi¢do in vitro. Realiza¢cdo do imagiamento molecular por
MS da cepa de Bacillus que apresentar melhor resultado.

6. METODOLOGIA:

Caracterizacao dos estratos: serd usado como ferramenta a espectrometria de massas
aliada com o “molecular networking”, um software que auxilia na interpretacdo dos resultados.
Nesta abordagem o trabalho € dividido em trés passos: elaboracdo dos cultivos de microrganismos,
aquisicdo dos espectros de MS/MS, identificagdo dos metabolitos através do “molecular
networking”. Para obten¢@o dos dados de MS/MS, diversas técnicas poderdo ser utilizadas, mas
de modo geral a técnica de ionizacao por eletrospray (ESI) por ser mais abrangente para moléculas
de média a alta polaridade sdo preferiveis. Ainda dependendo da complexidade da amostra, a
utiliza¢do de uma separacdo por cromatografia liquida (LC) pode ser necessdria, para se recuperar
o maximo de informacdes desses extratos.

Sendo assim, utilizando a plataforma online do “Global Natural Products Social
Molecular Networking” (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu) serd gerado o ‘molecular networking’ de
cada caso estudado. A ferramenta funciona organizando grandes base de dados de espectros de
MS/MS de acordo com sua similaridade nos padroes de fragmentacdo de diferentes ions
precursores.
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Inicialmente o algoritmo simplifica os dados através da criacao de espectros combinados
representativos para cada fon precursor (consensus spectra), diminuindo assim a redundéancia dos
dados e reduzindo o tempo computacional. Estes espectros sdao entdo usados para a geracdao do
networking, onde sdo agrupados de acordo com a similaridade que é determinada pelo vetor de
similaridade ‘cosine’. O vetor de similaridade ¢ calculado pra todos os espectros que compartilhem
um numero pré-determinado de fons fragmentos, usando-se as informagdes de intensidades
relativas e as diferencas de m/z dos precursores e dos fragmentos (neutral loss). Em seguida o
‘molecular networking’ ¢ construido levando em consideracao esses fatores. Com essa rede torna-
se muito mais fdcil a andlise dos dados, pois a remoc¢do de moléculas dos controles e de
constituintes do meio de cultivo se torna mais fécil, e devido a formacao de cluster por similaridade
a descoberta de andlogos também € facilitada.

Ensaios antimicrobianos e antiftingicos: Plantas sdo susceptiveis a infeccdes e como
elas ndo possuem um sistema imune baseado em células, substancias que atuem como antibiéticos
ou antifingicos proporcionam um excelente mecanismo de combate a essas infeccoes.
Antibiéticos sdo substancias quimicas que podem ser produzidas por microrganismo e t€ém a
capacidade de inibir o crescimento ou destruir outros organismos. Uma maneira de se buscar esses
antibidticos na natureza € através dos ensaios antimicrobianos, vérios ensaios podem ser utilizados
e devem ser modificados de acordo com as necessidades para que os experimentos se aproximem
do natural. Os ensaios mais utilizados sdo os métodos de difusao, dilui¢ao em caldo e ensaios de
competicdo.

Meétodos de difusdo: Sdo métodos fisicos na qual um microrganismo € desafiado num
meio sélido frente a um extrato ou substancia purificada, diversos métodos sao utilizados (difusao
em disco, perfuracdo em 4gar, bioautografia, etc.). Contudo, modificacdes serdo necessdrias
porque no campo o desenvolvimento desses microrganismos nao ocorrera em meios a base de dgar
e sim no solo ou até mesmo em 6rgaos na prépria planta.

Meétodos de dilui¢ao em caldo: nesses métodos considera-se a relagdo entre a propor¢ao
do crescimento do microrganismo desafiado pela concentracdo da substancia utilizada. A
determinagao do crescimento microbiano pode ser feita por medida de leitura dptica, ou contagem
em camera de Neubauer e os ensaios podem ser feitos em escala macro (tubos de ensaios) ou micro
(placas de 96 pocos). Estes métodos podem ser utilizados nos estudos in vitro para a caracterizaciao
das moléculas alvo, contudo como a ideia final € o uso do préprio microrganismos como AGC,
ensaios como os de competi¢ao (co-cultivo) sdo mais adequandos.

Ensaios de competicio (patégeno vs. endofiticos): Nesses ensaios co-cultivos
interespécies serdo realizados em dgar, onde espera-se proporcionar condi¢des de estresse durante
o crescimento dos microrganismos e propiciar uma maior produ¢do dos metabolitos de interesse,
uma vez que muitas vezes a producdo destes s6 € observada como resposta a algum estimulo
ambiente, o qual ndo € encontrado em um cultivo isolado. Novamente, apesar dos ensaios iniciais
serem realizados em &4gar, posteriormente ensaios desenvolvidos na préprio nicho ecoldgico
(folhas, raizes, etc) terdo que ser desenvolvidos, visando mimetizar o encontrado no ambiente
natural.

O melhor tipo de ensaio sera escolhido de acordo com os resultados preliminar obtidos
nos co-cultivos entre Bacillus e patégeno.

Imagiamento por espectrometria de massas (IMS): Além da caracterizacdo dessas
moléculas € interessante se ter informacdes a respeito da sua distribui¢cao espacial e abundéancia
nos fendmenos estudados, nesse cendrio a IMS € uma excelente ferramenta, pois além das andlises
de MS/MS necessarias para geracdo do ‘molecular networking” ¢ possivel também obter as
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distribuicdes espaciais de cada molécula (ou razdo m/z) sobre a superficie analisada. Diferentes
técnicas podem ser utilizadas para obter-se o IMS, porém para as moléculas do metabolismo
secunddrio que sdo no geral polares e de baixo a médio peso molecular (100-2000 Da) a DESI
(desorption elctronspray ionization) e a MALDI s3o as mais adequadas. Descrita pela primeira vez
por Cooks e colaboradores em 2004, a DESI possibilita andlises em condicdes ambientes sem a
necessidade de um preparo prévio da amostra. O processo de geracdo de ions ocorre através da
incidéncia direta sobre a superficie da amostra de goticulas de solvente carregadas, as moléculas
sdo entdo dessorvidas e ionizad, quando ainda a amostra estd sobre uma plataforma mével permite-
se criar as imagens moleculares. Até o momento diversas adaptacdes da técnica ja foram realizadas
permitindo a andlise direta das mais diferentes amostras, inclusive a andlise direta de cultivos
microbianos no préprio 4gar, metodologia que adaptei durante meu pdsdoutoramento no
laboratério Thomson de espectrometria de massas do [Q-UNICAMP.

7. METAS, ETAPAS, ATIVIDADES, INDICADORES:

1 — Caracterizagdo dos extratos de B. subtilis e B. licheniformis

1.1 Realizacdo dos cultivos dos microrganismos em laboratério

1.2 Extracdo dos ensaios

1.3 Andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

2 — Caracterizagao dos ensaios de co-cultivo dos Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus
velezensis

2.1 Realizacdo dos ensaios de cocultivo frente aos patégenos (Colletotrichum
lindemuthianum, Colletotrichum truncatum, Corynespora casiicola, Colletotrichum
gloeosporioides, Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani)

2.2 Selecao dos dois patégenos que apresentaram melhores resultados
2.3 Avaliar a alteragdo metabdlica dos Bacillus frente aos patégenos (LC-MS)

2.4 Avaliar o efeito de inibicao dos extratos frente aos patégenos (Difusdo em dgar ou
diluicdao em caldo)

2.5Analise de imagiamento do melhor ensaio de co-cultivo (Bacillus x patégeno)

3 — Isolamento e caracterizacdo dos metabdlitos do Bacillus amyloliquefasciens por
RMN

3.1 Realizacao dos cultivos dos microrganismos em laboratdrio em larga escala
3.2 Extragdo dos ensaios
3.3 Purificac@o dos metabdlitos

3.4 Analise por RMN e interpretagdo dos dados

8. INDICADORES:

Ter a caracterizacio dos extratos de 1 extrato de cada um do microrganismos avaliados
B. subtilis e B. licheniformis. Totalizando 4 extratos.
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9. PRAZO E CRONOGRAMA DE EXECUCAO

9.1. Periodo vigente de 07/2020 a 07/2021:

Bimestres
METAS ETAPAS 11213145
2.1
5 22e23
2.4
2.5
1.1
1 1.2
1.3
Relatorios
9.1. Periodo do aditivo de 07/2021 a 03/2022:
Bimestres
METAS ETAPAS 77819 10
3.1
3.2
3
3,3
34
6
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10. ACOMPANHAMENTO:

Entrega de relatérios semestrais de execu¢do durante a vigéncia do projeto, incluindo

o periodo do aditivo, e um relatério técnico final no término do projeto.

11. RESULTADOS ESPERADOS:

Com os dados fornecidos a Agrivalle poderd caracterizar e entender melhor o

funcionamento de alguns de seus microrganismos que atuam como agentes de controle
biolégico de pragas agricolas.

11.1 PROPRIEDADE INTELECTUAL

Marque todos os resultados passiveis de obtencao de propriedade intelectual que se tem
a expectativa ou possibilidade de se obter com o projeto?:

X

Relatérios, documentos, artigos cientificos, dissertacdes ou teses;

Produtos e/ou métodos tecnoldgicos;

Programas de Computador, aplicativos, algoritmos, sistemas, plataformas digitais;
Conhecimentos técnicos passiveis de utilizag¢ao industrial (know how);

Cultivares;

Topografia de Circuitos Integrados;

Obras artisticas;

Outros (descreva):

O projeto ndo envolve a possibilidade a obtencdo de nenhum resultado passivel de
obtencdo de propriedade intelectual.

2 Consultar site da InovaUFABC: http://inova.ufabc.edu.br/propriedade-intelectual

7
Av. dos Estados, 5001 - Bairro Santa Terezinha - Santo André - SP - CEP 09210-580
Bloco A - Torre 1 - 1° andar - Fone: (11) 3356.7550/7549
convenios @ufabc.edu.br
versdo: setembro/2020



12. EQUIPE DO PROJETO
12.1 Periodo vigente de 07/2020 a 07/2021:
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EQUIPE TECNICA*
y .. ~ Carga Duracao da Valor Total
Vinculo empregaticio e Funcio no P .
Nome SIAPE e o . Horaria participacao | (quando envolver
CPF Instituicao Projeto

Total (meses) pagamento)

Célio Fernando Figueiredo Angolini | 32520206888 |305857 Docente UFABC Coordenacdo Geral | 2h/mensais 12 R$0,0

Fernanda Silva Ribeiro 427.000.078-32 PC UFABC Elaboragdo dos 1 51 /ce manais 4 R$0,00

experimentos
Isabella Takahashi Kitano 05115106167 | - Analista de P&D Auxilio técnico 12 R$0,0
Agrivalle
12.2 Periodo do aditivo de 07/2021 a 03/2022:
EQUIPE TECNICA*
p .. ~ Carga Duracao da Valor Total
Vinculo empregaticio e Funcgio no it .
Nome SIAPE e, o . Horaria participacio | (quando envolver
CPF Instituicao Projeto

Total (meses) pagamento)

Célio Fernando Figueiredo Angolini | 32520206888 |305857 Docente UFABC Coordenacdo Geral | 2h/mensais 8 R$0,0
Fernanda Silva Ribeiro 427.000.078-32 PC UFABC Elaboragdo dos 1 51 /e manais 8 R$8.400,00

experimentos
Isabella Takahashi Kitano 05115106167 | - Analista de P&D Auxilio técnico 8 R$00
Agrivalle
8




12.3 — Dados do Coordenador:

DADOS DO COORDENADOR:

Nome completo: Célio Fernando Figueiredo Angolini

CPF:325.202.068-88
Centro: CCNH

Endereco do Coordenador na UFABC: Campus Santo André, Bloco B, Sala 1016
Telefones fixo e celular: (11) 4996-0009 (19) 97110-3990

E-mail:celio.fernando @ufabc.edu.br
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13. PREVISAO ORCAMENTARIA

13.1 O valor total para realiza¢ao do projeto vigente é de R$ 18.000,00 e, durante o periodo de
vigéncia, de 07/2020 a 07/2021, serdo utilizados o montante de R$2.984,84, conforme aplicagio
abaixo:

ITENS DE DESPESA VALOR (R$)
MATERIAL DE CONSUMO
Material de consumo nacional R$2.736,65
CUSTO OPERACIONAL ADMINISTRATIVO
Custo Operacional Fundep (quando aplicado) até 10% R$243,27
RECOLHIMENTO VIA GRU - RESOLUCAO DA
UFABC
Tarifas bancérias R$4,92
TOTAL R$2.984,84

13.2 O valor residual de R$ 15.015,16, para o periodo do aditivo, serd utilizado, conforme
aplicagdo abaixo:

ITENS DE DESPESA VALOR (R$)
PESSOA FISICA
Bolsa de Pesquisa R$8.400,00
MATERIAL DE CONSUMO
Material de consumo nacional R$718,43
MATERIAL PERMANENTE E EQUIPAMENTOS
Equipamento Nacional R$1.000,00
Material Permanente Nacional R$1.800,00
PESSOA JURIDICA
Exemplo: Servicos grafi
(faixas, balr)mers, folcglersger ?)fallfl?lsetos) R$100,00
CUSTO OPERACIONAL ADMINISTRATIVO
Custo Operacional Fundep (quando aplicado) até 10% R$1.556,73
RECOLHIMENTO VIA GRU - RESOLUCAO DA
UFABC
UFABC (até 18% sobre o Custo Total do Projeto) R$1.440,00
TOTAL R$15.015,16
10
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DADOS DO PARCEIRO:

Razdo Social: Agrivalle Brasil Industria e Comércio de Produtos Agricola LTDA
CNPJ: 05.470.581/0001-49

Nome do contato: Iron Amoreli de Figueiredo Ribeiro

Telefone: (19) 971053941

E-mail: iron.amoreli @agrivalle.com.br

Endereco do contato: Avenida Tranquillo Giannini, n° 1.090
14. GESTAO ADMINISTRATIVA E FINANCEIRA

A Fundagdo de Desenvolvimento da Pesquisa — FUNDEP — realizard o apoio administrativo e
financeiro ao projeto, conforme detalhamento descrito no instrumento de parceria.

14.1 PRESTACAO DE CONTAS

A prestacdo de contas pela fundacdo gestora se dard conforme determinado pelo Decreto n°
7.423/10 em seus artigos 11° e 12°.

A prestacdo de contas/relatério de execugao final serd apresentada pelo Coordenador do Projeto,
nos termos da Resolu¢cdao da CPCo n° 01/2014.

15. CONCLUSAO

Esse projeto trata-se da continuidade de uma parceria entre a UFABC e a Agrivalle, no qual serd
possivel realizar a caracterizacdo de produtos da empresa. Informagdes estas que irdo ajudar o
entendimento do uso de microrganismos no controle de algumas pragas agricolas. A

16. APROVACAO NA INSTITUICAO

Este projeto foi aprovado pelo Conselho do Centro em / /
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17. DECLARACOES COORDENADOR DO PROJETO

Rubrica:__ 44 Coordenador do Projeto: Declaro ciéncia e observancia quanto ao
disposto no art. 7°, §7° da Resolucdo ConsUni n° 73/2011: E vedada a participacio de
familiares do coordenador nos projetos, tais como: conjuge, companheiro ou parentes em linha
reta ou colateral, até o terceiro grau, salvo ocorra processo seletivo que garanta a isonomia
entre os concorrentes € as situacdes previstas na legislacdo que vetem o nepotismo no ambito
da Administragdo Publica Federal.

Rubrica P Coordenador do Projeto: Declaro ciéncia e observancia quanto ao
disposto no art. 7° da Resolu¢do ConsUni n°® 73/2011: Os projetos devem ser realizados por,
no minimo, dois ter¢os de pessoas vinculadas & UFABC, incluindo docentes, técnicos
administrativos, alunos regulares, pesquisadores de pds doutorado e bolsistas com vinculo
formal a programas de pesquisa da UFABC.

Rubrica # Coordenador do Projeto: Declaro que a metodologia aplicada no
desenvolvimento do Projeto atende as recomendagdes éticas disciplinadas pelas Comissoes
Assessoras do ConsEPE, relacionadas no seguinte [link:

http://www.ufabc.edu.br/administracao/conselhos

Santo André, 15 de marco de 2021

Glod b Lol ff

Célio Fernando Figueiredo Angolini

Ronei Miotto
Diretor do CCNH/UFABC
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