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1. RESUMO

A soja esta dentre os cinco grdos mais cultivados e consumidos no mundo. O
complexo agroindustrial da soja € um dos mais importantes para a economia
Brasileira, e os sojicultores estdo entre os que mais utilizam defensivos agricolas no
Brasil.

Por outro lado, as projecbes de mercado de biodefensivos indicam grande
crescimento atual e para os proximos anos. Portanto existe uma grande demanda
por insumos biologicos, como microrganismos e seus metabolitos secundarios que
apresentam acédo fungitoxica a fitopatogenos. Dessa forma, pretendemos a partir de
uma prospecgdo (j& iniciada) com 50 microrganismos isolados de diversos
ambientes, selecionar dois microrganismos promissores no controle do fitopatogeno
Phakopsora pachyrhizi (causador de ferrugem, este ensaio serd em folha destacada)
de soja, e investigar seu potencial para controle biolégico, bem como seus
metabolitos secundarios. Para tanto, os 10 microrganismos serdo avaliados em
ensaios in vitro para este fitopatdgeno e serdo selecionados os 2 microrganismos
mais promissores que serdo identificados por técnicas moleculares e também terdo
seus metabolitos secundarios caracterizados por UPLC-qTOF em um estudo de
metaboldbmica. Um microrganismo mais promissor seré cultivado em maior escala e
terdo seus metabdlitos secundérios isolados por técnicas cromatogréficas e
identificados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas. Esperamos
contribuir com novas opc¢des de insumos biolégicos para o controle bioldégico no
manejo sustentavel da soja, aumentando a seguranca alimentar de uma das
principais culturas do Brasil e do mundo.

1.10BJETIVOS

Este projeto tem como objetivo principal investigar os metabdlitos secundarios
produzidos por microrganismos, quanto a acdo fungicida ao fitopatogeno
Phakopsora pachyrhizi causador de ferrugem na soja, através da selegéo, cultivo,
extracdoe fracionamento de 10 isolados de microrganismos, avaliando em ensaios in
vitro podendo-se selecionar a0 menos uma linhagem promissora, que sera

caracterizada por Molecular Networking.



2. Justificativa

A descoberta de novos produtos naturais tem conferido grandes beneficios a
humanidade. As plantas, os micro-organismos e alguns grupos restritos de animais
sdo o0s principais produtores de biomoléculas ativas com aplicabilidade
farmacoldgica, agricola e industrial.

Por muito tempo a busca por compostos bioativos concentrou-se em espécies
vegetais, porém, o estudo de micro-organismos mostrou-se importante para
viabilizar a descoberta de substancias com importancia biotecnolégica (SESSITSCH
et al., 2004).

A investigacdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelos micro-organismos
contribui para a descoberta de novas substancias (LIU et al.,, 2005). Estes
metabdlitos, ndo estdo diretamente envolvidos nas funcdes basicas necessarias
para a vida dos organismos produtores, mas conferem algumas propriedades
importantes para a sobrevivéncia e perpetuacdo dessas espécies no biossistema
(SANTOS, 2001). Os compostos microbianos podem inibir o crescimento e
desenvolvimento de outros organismos presentes no mesmo habitat, conferindo
assim, vantagens adaptativas/competitivas ao desenvolvimento do micro-organismo
produtor (KHALDI et al., 2010).

Estes compostos ativos, conhecidos por metabdlitos secundarios, sao
sintetizados na fase estacionaria do crescimento microbiano, geralmente sendo
bioativos e de baixa massa molecular (LOPES, 2011). Esses metabdlitos parecem
ser sintetizados quando sdo acumuladas grandes quantidades de precursores de
metabdlicos primarios, como aminoacidos, acetato e piruvato. Estudos realizados
sobre a sintese de metabdlitos secundarios identificaram algumas caracteristicas
comuns. Entre elas, destacamos: a incapacidade de todas as linhagens de uma

mesma espécie de produzirem determinado metabdlito; a ndo essencialidade da
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producdo desses compostos para o crescimento e reproducdo do micro-organismo e
codificacdo da sintese dos compostos por conjuntos de genes ndo essenciais. Além
disso, as condicbes de cultivo como, por exemplo, a composicdo do meio pode
controlar a producéo destes metabdlitos (JAY, 2005; KELLER; TURNER; BENNETT,
2005; MARTIN et al., 2005; YU; KELLER, 2005; NIGAM, 20009).

Os metabdlitos podem ser agrupados em varias classes quimicas: alcaloides,
esteroides, terpenos, isocumarinas, quinonas, fenilpropanoides, lignanas, acidos
fendlicos entre outros (SCHULZ; BOYLE, 2005; CHAPLA et al., 2012).

Vérias bactérias, inclusive actinobacterias (GROTH et al., 1999) podem exibir
efeito antagbnico sobre os fungos, devido a capacidade destas, em produzir
sideroforos, enzimas hidroliticas ou antibidticos. A sintese destes compostos seria
um mecanismo de defesa que garantiria a sobrevivéncia destas, em ambientes
competitivos, como no solo, por exemplo.

Para as culturas agricolas, estes organismos podem contribuir para a viabilidade
do vegetal, pois estes podem atuar como agentes controladores de fitopatégenos,
tais como fungos e insetos, dentre outros (Azevedo et al., 2000).

Alguns defensivos agricolas comercializados atualmente foram sintetizados a
partir de compostos produzidos pelos actinobactérias. Por exemplo, o Mycostop®
gue é um biofungicida confeccionado com isolados de Streptomyces griseoviridis
K61. Este produto comercial é recomendado no controle de algumas doengas da
podriddo de raizes causadas por Pythium sp., Fusarium sp., Rhizoctonia sp. e
Phytophthora sp. (MINUTO et al., 2006).

Atualmente diversos métodos de controle para doengas causadas por fungos a
culturas, das quais incluem o controle quimico, poda fitossanitaria e a utilizacéo de
clones resistentes. Ainda assim, as formas de controle sdo onerosas, ineficazes e

apresentam riscos ao ecossistema e a saude humana; e, portanto existe uma
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demanda por pesquisas que busquem alternativas de controle aos fungos
fitopatdgenos, que junto com as demais medidas promovam um manejo integrado

mais eficiente.

3. METODOLOGIA

3.1Linhagens de Microrganismos
As linhagens serdo da prépria colecéo de trabalho existentes no nosso grupo de
pesquisa, no Depto de Ciéncias Exatas- Laboratorio de Microbiologia e Produtos

Naturais ESALQ-USP.

3.2Cultivo dos microrganismos selecionados e extragcéo

Para obtencdo do meio metabdlico, o isolado sera cultivado em meio liquido
utilizando-se 4 plugs com 7 mm de diametro das bordas recém-repicadas da
linhagem e transferidos para Erlenmeyers de 250 mL, contendo 150 mL de meio BD
(batata dextrose), durante 5 a 30 dias (dependendo do isolado) em agitacéo
constante de 150 rpm, a 28°C (Incubator Shaker Series-Innova 40-New Brunswick
Scientific) ou em modo estatico. Poderdo ser utilizados outros parametros para o
cultivo visando a obtencdo de maior quantidade e variedade de metabdlitos
secundarios.

Apds o crescimento, o meio metabdlico serd filtrado para retirada do micro-
organismo e serd submetido a particdo liquido-liquido, para obtencdo de duas
fracOes: a fracdo aquosa e a fragdo acetato de etila. A fracdo aquosa sera liofilizada
para a retirada de toda a &gua presente na amostra e a fragcdo organica sera
concentrada em um evaporador rotativo (MA 120—Marconi) para a retirada de todo o

solvente presente na amostra. Todas as fragcbes serdo codificadas, pesadas e
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armazenadas sob refrigeracdo (4° C % 1). Outras metodologias poderdo ser

desenvolvidas para a extracdo dos metabolitos secundarios.

3.3 Separacdao e caracterizacao do(s) metabolito(s) secundario(s) (ETAPA A
SER REALIZADA)

As fracBes serdo monitoradas quimicamente segundo similaridade quimica
observadas em cromatofolhas de silica-gel 60 sobre poliéster com indicador
ultravioleta F254 20 x 20 cm (Aldrich). As cromatofolhas serdo reveladas por
inspecdo sob luz ultravioleta (UV) com lampada de emissdo nos comprimentos de
onda de 254 nm e 365 nm, além de serem usados reveladores especificos
(Dragendorff, acido fosfomolibdico, ninidrina e outros).

A separacdo de compostos dependera das caracteristicas quimicas da fracao.
Serao utilizadas diversas técnicas cromatogréaficas, por exemplo, cromatografias em
colunas pré-empacotadas do tipo Sep-Pak de diferentes dimensdes (2g, 5g ou 10gq)
e com diferentes fases estacionarias (silica-gel ou silica-gel derivatizada com grupos
octadecilsilano, fenila ou cianopropila). A fase movel devera ser otimizada caso a
caso.

Para separacdes por exclusdo de tamanho (ou peso molecular), sera utilizado
a cromatografia de permeacdo em gel, com fase estacionaria de Sephadex LH-20
fase movel isocratica com MeOH grau P.A.

Quando a fracdo se apresentar semi-pura (poucos compostos), sera
submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta
(HPLC-UV). As condicOes serdo otimizadas segundo a natureza dos compostos.

Serao estudadas e avaliadas metodologias de isolamento visando aperfeigoar
0 processo de separacdo no minimo de etapas cromatograficas para a obtencdo de

compostos puros, com o0 maximo de rendimento.
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Para caracterizacdo quimica dos compostos, as amostras serdo analisadas no
equipamento Acquity UPLC H Class - Xevo G2-XS Qtof (Waters), operando em
modo eletrospray com faixa de deteccdo entre 100 a 1500 Da e energia de ionizacao
1,2 Kv. Os valores de m/z serdo obtidos no modo centroide, em modo positivo. A
fase estacionaria utilizada sera uma coluna Acquity UPLC BEH Cis (1,7 uym, 2,1 x
100 mm) e a fase movel sera em gradiente de (A) agua ultrapura (acidificada 0,1%
de &cido férmico) em (B) acetonitrila grau HPLC, com vazdo de 0,5 mL mint. Os
dados brutos serdo convertidos do formato ‘raw’ para ‘mzXML’ com o software
MSConvert e analisados no banco de dados do GNPS e sera gerada uma rede para

visualizacdo no software Cytoscape.

3.4 Ensaios de cultivo pareado e folha destacada
Para selecdo dos microrganismos com potencial de biocontrole serdo realizados
ensaios de cultivo pareado em placas de Petri. O delineamento experimental sera
inteiramente casualizado com trés repeticbes por tratamento em condicbes
controladas (camaras B.O.D. a 25°C com fotoperiodo de 12h). As unidades
amostrais consistirdo de placas de Petri contendo meio BDA. Em cada placa seréo
colocados dois discos de micélio, de 5 mm de didmetro, um da cultura do
fitopatdgeno e outro em lado oposto do microrganismo que sera avaliado. Como
controles serdo feitas placas apenas com o fitopatbgeno e placas apenas com o
microrganismo em teste. As placas serdo observadas quase que diariamente até
gue o micélio do fitopatdgeno nas placas controle tenha se desenvolvido por toda
placa. Nesse momento serdo produzidas fotos das unidades amostrais (placas de
Petri) e a area de inibicdo sera mensurada com régua para posterior determinagéo

da % de inibicdo de cada microrganismo/fitopatdogeno.



Para os ensaios com o fungo P. packyrhizi serdo utilizados trifélios de plantas de
soja aspergidos com uma suspensdo dos microrganismos agentes de biocontrole e,
trés a cinco dias apds, a inoculacdo desses trifdlios com uma suspensdo de
uredésporos de P. packyrhizi. Os trifolios serdo mantidos em placas de Petri com
agar-agua (2%) durante todo ensaio. Serdo utilizadas suspensdes concentradas a
105 esporos/mL dos agentes de biocontrole e de P. packyrhizi. Aos sete dias apos a
inoculacdo serdo avaliadas as severidades dos sintomas de ferrugem da soja nos
trifélios. Como controles positivo e negativo serdo utilizados trifélios apenas com o
microrganismo agente de biocontrole e P. packyrhizi, respectivamente. Como
repeticbes serdo utilizados cinco trifélios para cada combinacdo microrganismo/P.
packyrhizi.

Os dados dos bioensaios serdo analisados com o software "R", versdo 3.3.1. Serdo
utilizados modelos lineares generalizados com distribuicdo normal ou quasibinomial
e quasipoisson juntamente com um grafico de probabilidade semi-normal com
envelope de simulagéo para verificar o ajuste dos modelos. No caso de diferencas
significativas entre os tratamentos, sera realizado um teste de comparacao mdultipla
de médias para identificar tais diferencas. As placas do ensaio antagonista de cultivo
pareado e do teste de difusdo em disco também serdo fotodocumentadas para
ilustrar a porcentagem de inibicAo do crescimento dos fitopatdgenos alvo de

biocontrole.

3.5 Ensaio bioldgico in vitro
No bioensaio serdo avaliados os extratos brutos e as fragdes pelo método de
difusdo em disco de papel e pelo método de infusao.
Pelo método de difusdo em disco de papel, o extrato (ou fracdo a ser avaliado,

em concentracdo otimizada) serd aplicado em disco de papel estéril (6 mm de
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diametro) e do lado oposto na mesma placa de Petri um plug do fungo fitopatogeno.
As placas inoculadas serdo mantidas em B.O.D. a 28°C (parametro aproximado,
mas que sera otimizada inicialmente) até que o controle dos tratamentos colonize
toda a placa. Apoés este periodo as placas serdo avaliadas em comparacdo aos seus
controles, para observacdo do aparecimento de halos ou inibicdo de crescimento. O
ensaio sera realizado em triplicata.

As placas inoculadas serdo mantidas em BOD a 28°C, de 5 a 8 dias, tempo em
gue o controle, somente com o fitopatégeno, devera colonizar totalmente a placa de
Petri. Apds este periodo, a porcentagem de inibicdo sera avaliada.

Para analisar o percentual de inibicdo do crescimento dos fitopatbgenos em
ensaio antagonico e bioensaios in vitro, serdo realizadas medidas do crescimento
micelial do fitopatdgeno em dois eixos ortogonais, comparando-0os com as medidas
do controle (apenas com fitopatégeno). A porcentagem de inibicdo sera calculada
segundo a formula de EDGINGTON et al., (1971).

(Didametro da testemunha - Diametro do tratamento) x 100

PIC=

Diametro da testemunha

Onde:
PIC =Porcentagem de inibicdo do crescimento
Diametro da test = Didametro da testemunha

Diametro do trat = Diametro do tratamento

No método de infusdo em agar, as placas de Petri serdo preparadas com meios
especificos para fungos alvos. Ao meio de cultivo apés ser autoclavado, serdo
incorporadas as amostras (extratos ou fracdes a serem avaliadas). A avaliagdo sera
realizada apés o controle atingir todo o crescimento da placa de Petri. Entdo sera
realizada uma medida em dois eixos ortogonais. Os experimentos serao realizados

em triplicata.
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3.6 Coleta de esporos de Phakopsora pachyrhizi
A coleta de esporos do fungo Phakopsora pachyrhizi sera realizada utilizando-se
plantas cultivadas apenas para a finalidade do cultivo do fungo. A cada 15 dias,
ocorrerd a semeadura de 5 plantas, inoculadas com esporos pré coletados.
A primeira coleta se fard em plantas ndo pertencentes ao laboratoério, obtendo-se
as condicbes de automanutencdo a partir da segunda coleta, ou seja, 0S esporos
coletados a partir da primeira inoculacao servirdo para a contaminacao das demais

plantas semeadas.

4 Resultados Esperados

Espera-se com este estudo contribuir com informacdes sobre a comunidade

microbiana e a aplicacdo dos seus metabdlitos secundarios ativos.

5 Cronograma

Atividade/ més de execugcao | 1° més 2° més 3° més 4° més 5° més 6° més

Levantamento bibliogréafico

Repique dos microrganismos

para cultivo

Separacéo e caracterizagao

do(s) metabolito(s) secundarios

Ensaios de cultivo pareado e

folha destacada

Ensaio biolégico in vitro

Coleta de esporos de

Phakopsora pachyrhizi
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COMISSAO DE ETICA AMBIENTAL NA PESQUISA - ESALQ/USP

DETALHAMENTO DAS ATIVIDADES

1. Estudo Microrganismos e seus Metabolitos Secundarios no controle de Phakopsora
pachyrhizi, causador de ferrugem na soja. Vigéncia 01/09/2023 - 31/08/2024. Agéncia
Financiadora: USP Programa Unificado de Bolsas (PUB).

2. Justificativas:

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de soja e, dentre o0s principais
fitopatdgenos, que mais acarretam perdas nas producdes, esta a ferrugem asiatica da soja,
causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi. A doenca provoca desfolha prematura
impedindo a formacéo de graos, exigindo, assim, tratamento quimico durante todo o seu
ciclo.

Os microrganismos sao produtores de biomoléculas ativas, aplicaveis no setor agricola,
industrial e farmacoldgico. Seu estudo, portanto, € crucial quando falamos em avancgos
biotecnoldgicos. Esses metabdlitos secundarios, geralmente sao sintetizados durante a seu
crescimento. Podem ser alcaloides, esteroides, terpenos, entre outros e podem causar a
inibicho do crescimento de outros organismos no mesmo ambiente, inclusive
fitopatogénicos.

Devido a natureza do trabalho de quimica de produtos naturais de micro-organismos que
envolve a utilizacdo de meios de cultivo, indculos de micro-organismos e solventes organicos
para a extracdo e fracionamento dos extratos, fazemos a submisséo do projeto a Comisséo
de Etica Ambiental na Pesquisa — ESALQ/USP.

3. Objetivos:

Geral: investigar os metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos, quanto a acao
fungicida ao fitopatégeno Phakopsora pachyrhizi causador de ferrugem na soja.

Especificos:
- Selecao de 10 isolados de microrganismos;
- Cultivo dos microrganismos;
- Extragao e Fracionamento;
- Avaliacdo em ensaios in vitro;
- Selecao de 1 linhagem promissora;
- Caracterizacao por Molecular Networking;

4. Metodologia:

4.1.Linhagens de Microrganismos
As linhagens serdo da propria colecao de trabalho existentes no nosso grupo de pesquisa,
no Depto de Ciéncias Exatas- Laboratério de Microbiologia e Produtos Naturais ESALQ-
USP.

4.2.Cultivo dos microrganismos selecionados e extracao
Para obtencédo do meio metabdlico, o isolado sera cultivado em meio liquido utilizando-se 4
plugs com 7 mm de diametro das bordas recém-repicadas da linhagem e transferidos para
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Erlenmeyers de 250 mL, contendo 150 mL de meio BD (batata dextrose), durante 5 a 30
dias (dependendo do isolado) em agitacao constante de 150 rpm, a 28°C (Incubator Shaker
Series-Innova 40-New Brunswick Scientific) ou em modo estatico. Poderdo ser utilizados
outros parametros para o cultivo visando a obteng&do de maior quantidade e variedade de
metabdlitos secundarios.

ApGs o crescimento, 0 meio metabdlico sera filtrado para retirada do micro-organismo e sera
submetido a particao liquido-liquido, para obtencédo de duas fracfes: a fracdo aquosa e a
fracdo acetato de etila. A fracdo aquosa sera liofilizada para a retirada de toda a agua
presente na amostra e a fracdo organica sera concentrada em um evaporador rotativo (MA
120-Marconi) para a retirada de todo o solvente presente na amostra. Todas as fragoes
serdo codificadas, pesadas e armazenadas sob refrigeracéo (4° C £ 1). Outras metodologias
poderdo ser desenvolvidas para a extracdo dos metabdlitos secundarios.

4.3. Separacédo e caracterizacao do(s) metabdlito(s) secundario(s)

As fracdes serdo monitoradas quimicamente segundo similaridade quimica observadas em
cromatofolhas de silica-gel 60 sobre poliéster com indicador ultravioleta F254 20 x 20 cm
(Aldrich). As cromatofolhas serédo reveladas por inspe¢édo sob luz ultravioleta (UV) com
lampada de emissao nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm, além de serem usados
reveladores especificos (Dragendorff, acido fosfomolibdico, ninidrina e outros).

A separacdo de compostos dependera das caracteristicas quimicas da fracdo. Serdo
utilizadas diversas técnicas cromatograficas, por exemplo, cromatografias em colunas pré-
empacotadas do tipo Sep-Pak de diferentes dimensdes (29, 59 ou 10g) e com diferentes
fases estacionarias (silica-gel ou silica-gel derivatizada com grupos octadecilsilano, fenila ou
cianopropila). A fase mével devera ser otimizada caso a caso.

Para separacdes por exclusdo de tamanho (ou peso molecular), sera utlizado a
cromatografia de permeacéo em gel, com fase estacionaria de Sephadex LH-20 fase movel
isocratica com MeOH grau P.A.

Quando a fracdo se apresentar semi-pura (poucos compostos), serd submetida a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta (HPLC-UV). As
condi¢Bes serdo otimizadas segundo a natureza dos compostos.

Serdo estudadas e avaliadas metodologias de isolamento visando aperfeicoar 0 processo
de separacdo no minimo de etapas cromatogréaficas para a obtencédo de compostos puros,
com o maximo de rendimento.

Para caracterizagdo quimica dos compostos, as amostras serdo analisadas no equipamento
Acquity UPLC H Class - Xevo G2-XS Qtof (Waters), operando em modo eletrospray com
faixa de deteccéo entre 100 a 1500 Da e energia de ionizacdo 1,2 Kv. Os valores de m/z
serdo obtidos no modo centroide, em modo positivo. A fase estacionaria utilizada sera uma
coluna Acquity UPLC BEH C18 (1,7 ym, 2,1 x 100 mm) e a fase movel sera em gradiente de
(A) agua ultrapura (acidificada 0,1% de acido formico) em (B) acetonitrila grau HPLC, com
vazao de 0,5 mL min-1. Os dados brutos serdo convertidos do formato ‘raw’ para ‘mzXML’
com o software MSConvert e analisados no banco de dados do GNPS e sera gerada uma
rede para visualizacao no software Cytoscape.

4.4.Ensaios de cultivo pareado e folha destacada
Para selecao dos microrganismos com potencial de biocontrole seréo realizados ensaios de
cultivo pareado em placas de Petri. O delineamento experimental sera inteiramente
casualizado com trés repeti¢cdes por tratamento em condi¢des controladas (camaras B.O.D.
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a 25°C com fotoperiodo de 12h). As unidades amostrais consistirdo de placas de Petri
contendo meio BDA. Em cada placa serdo colocados dois discos de micélio, de 5 mm de
diametro, um da cultura do fitopatégeno e outro em lado oposto do microrganismo que sera
avaliado. Como controles serao feitas placas apenas com o fitopatdgeno e placas apenas
com o microrganismo em teste. As placas serdo observadas quase que diariamente até que
o micélio do fitopatdégeno nas placas controle tenha se desenvolvido por toda placa. Nesse
momento serdo produzidas fotos das unidades amostrais (placas de Petri) e a area de
inibicdo sera mensurada com régua para posterior determinacdo da % de inibicdo de cada
microrganismo/fitopatégeno.

Para os ensaios com o fungo P. packyrhizi serdo utilizados trifélios de plantas de soja
aspergidos com uma suspensao dos microrganismos agentes de biocontrole e, trés a cinco
dias apds, a inoculacdo desses trifdlios com uma suspensdo de uredosporos de P.
packyrhizi. Os trifélios serdo mantidos em placas de Petri com agar-agua (2%) durante todo
ensaio. Serdo utilizadas suspensdes concentradas a 105 esporos/mL dos agentes de
biocontrole e de P. packyrhizi. Aos sete dias apO0s a inoculacdo serdo avaliadas as
severidades dos sintomas de ferrugem da soja nos trifélios. Como controles positivo e
negativo serdo utilizados trifélios apenas com o microrganismo agente de biocontrole e P.
packyrhizi, respectivamente. Como repeticbes serdo utilizados cinco trifélios para cada
combinacgcdo microrganismo/P. packyrhizi.

Os dados dos bioensaios serdo analisados com o software "R", versdo 3.3.1. Serao
utilizados modelos lineares generalizados com distribuicdo normal ou quasibinomial e
quasipoisson juntamente com um gréafico de probabilidade semi-normal com envelope de
simulacao para verificar o ajuste dos modelos. No caso de diferencas significativas entre os
tratamentos, sera realizado um teste de compara¢ao multipla de médias para identificar tais
diferencas. As placas do ensaio antagonista de cultivo pareado e do teste de difusdo em
disco também serdo fotodocumentadas para ilustrar a porcentagem de inibicdo do
crescimento dos fitopatégenos alvo de biocontrole.

4.5. Ensaio biolégico in vitro

No bioensaio serdo avaliados os extratos brutos e as fracfes pelo método de difusédo em
disco de papel e pelo método de infusao.

Pelo método de difusdo em disco de papel, o extrato (ou fracdo a ser avaliado, em
concentracdo otimizada) sera aplicado em disco de papel estéril (6 mm de didametro) e do
lado oposto na mesma placa de Petri um plug do fungo fitopatogeno. As placas inoculadas
serdo mantidas em B.O.D. a 28°C (parametro aproximado, mas que sera otimizada
inicialmente) até que o controle dos tratamentos colonize toda a placa. Apos este periodo as
placas serdo avaliadas em comparagdo aos seus controles, para observacao do
aparecimento de halos ou inibicdo de crescimento. O ensaio sera realizado em triplicata.

As placas inoculadas serdao mantidas em BOD a 28°C, de 5 a 8 dias, tempo em que 0
controle, somente com o fitopatdgeno, devera colonizar totalmente a placa de Petri. Apos
este periodo, a porcentagem de inibicdo sera avaliada.

Para analisar o percentual de inibicdo do crescimento dos fitopatdgenos em ensaio
antagbnico e bioensaios in vitro, serdo realizadas medidas do crescimento micelial do
fitopatdgeno em dois eixos ortogonais, comparando-os com as medidas do controle (apenas
com fitopatdgeno). A porcentagem de inibicdo sera calculada segundo a formula de
EDGINGTON et al., (1971).

(Diametro da testemunha - Diametro do tratamento) x 100
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PIC =

Diametro da testemunha
Onde:
PIC =Porcentagem de inibicdo do crescimento
Diametro da test = Diametro da testemunha
Diametro do trat = Diametro do tratamento

No método de infusédo em agar, as placas de Petri serdo preparadas com meios especificos
para fungos alvos. Ao meio de cultivo ap0s ser autoclavado, serdo incorporadas as
amostras (extratos ou fracdes a serem avaliadas). A avaliacdo sera realizada ap6s o
controle atingir todo o crescimento da placa de Petri. Entdo sera realizada uma medida em
dois eixos ortogonais. Os experimentos serdo realizados em triplicata.
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6. Descricao dos possiveis residuos gerados e procedimentos para a gestdo dos mesmos
conforme normas vigentes:
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Exemplo:
Quantidade
Item Descricao do residuo Tipo de tratamento SSllEeE!
(Kg/ano)
produzida
1 Metanol 100% Estocado para reaproveitamento apos 10
tratamento ou incineracao
5 Acetato de etila Estocado para reaproveitamento apos 10
tratamento ou incineracao
3 Metanol-Acetona 1:1 Estocado para reaproveitamento ap6s 10
tratamento ou incineracao
4 Metanol-Agua 1:1 Estocado para reaproveitamento apos 10
tratamento ou incineracdo
5 Descarte de material biologico de | Autoclavado e estocado armazenado 20
cultivos de fungos e bactérias para posterior incineracdo
6 Material de microbiologia (placas, | Autoclavado e estocado armazenado 20
alcas, luvas, ponteiras, mascaras) para posterior incineracédo
Total 80

7. Lista dos usuarios do laboratério onde serdo desenvolvidos os projetos de pesquisa

Usuarios

Nome: Rafaela Cristine Alves Marcal

1 | Fungéo*: IC N° USP: 11878212

Inicio das atividades no Laboratério: 01 /09 /23 fim: 31/08/ 24

Nome:  Juan Lopes Teixeira

2 | Funcao*: Mestrado N° USP: 14379385

Inicio das atividades no Laboratorio: 01 /09 /23 fim: 31/08 /24

Nome: Jairo Ivan Quintana Bulla

3 | Fungéo*: Pos-Doc N° USP: 10218933

Inicio das atividades no Lab.: 01/09/23 fim:31/08/ 24

Nome: Simone Possedente de Lira

4 | Funcdo*: Docente N° USP: 1882809

Inicio das atividades no Laboratorio: 01 /09 /23 fim: 31/08/ 24
*Funcdo: Docente, técnico, IC, Mestrado, Doutorado, P6s-Doc, visitante.
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De: CEAP <ceap otrs@usp.br>

Date: seg., 23 de out. de 2023 as 17:31

Subject: [Ticket#2023102399000381] RE: CEAP Chamado
To: Simone Possedente de Lira <splira@usp.br>

A Comisséo de Etica Ambiental na Pesquisa (CEAP) confirma recebimento de sua solicitagéio. Um tiquete
foi criado para acompanhamento do servigo. Por favor, aguarde as proximas notificagdes.

Enviado segunda-feira, 23 Outubro, 2023 - 17:28

Nome completo do docente/pesquisador: Simone Possedente de Lira

Nro. USP: 1882809

E-mail: splira@usp.br [1]

Telefone: 19996919779

Celular: 19996919779

Tipo de requerimento: Emisséo de parecer de Mérito Ambiental (projeto
individual)

Departamento: Ciéncias Exatas

Laboratorio: Microbiologia e Quimica de Produtos Naturais

Detalhamento de atividades:
https://pipoca.esalq.usp.br/iwebOS/sites/default/files/webform/ceap/CEAP-...
[2]

Projeto de pesquisa:
https://pipoca.esalq.usp.br/iwebOS/sites/default/files/webform/ceap/CEAP-...
(3]

Certificado de treinamento de usuario e agente multiplicador:

Declaracao de Responsabilidade: Estou ciente do Termo de Responsabilidade
do Pesquisador

[1] mailto:splira@usp.br
[2] https://pipoca.esalg.usp.br/webOS/sites/default/files/webform/ceap/ CEAP-detativ-33892.pdf

[3] https://pipoca.esalg.usp.br/webOS/sites/default/files/webform/ceap/CEAP-projpesq-33892.pdf

Atenciosamente,
Servico de Apoio a Pesquisa
Fone: (19) 3429-4400
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