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2. Plano de Apresentacdo :

2.1. Resumo da Proposta:
A Mata Atlantica € um hotspot da biodiversidade, com mutias espécies endémicas Mayers et al. (2000). Desde a
colonizag&o do Brasil a Mata Atlantica foi certamente um dos biomas mais devastados, sendo que atualmente restam
apenas alguns fragmentos que representam pouco mais de 10% da area originalmente encontrada no Brasil (Ribeiro et
al., 2009). O Paran4, por sua vez, abriga uma grande quantidade de fragmentos remanescentes desse bioma, sua
vegetacao vai de savana (Cerrado) a ombrdfila densa (Mata Atlantica) e abriga uma enorme variedade de animais,
muitos ainda ndo conhecidos, ou pouco estudados, como € o caso da araneofauna do estado.

Silva e Casteleti (2003) definiram as areas de endemismo que ocorrem na Mata Atlantica e, com base nessa proposta,
€ possivel identificar pelo menos trés dessas regifes presentes no Parana, sendo: (a) Serra do Mar (na regido de
vegetacdo ombrofila densa, incluindo também as ilhas presentes na regido costeira); (b) Floresta de Araucéria (
ombrofila mista); e (c) as Florestas de Interior (floresta estacional semi-decidual ).
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Uma grande parcela desses remanescentes de Mata Atlantica esta protegida na forma de Unidades de Conservacao (
UCs), as quais ndo possuem praticamente nenhum estudo envolvendo sua araneofauna, de modo que um grande
namero de espécies permanece desconhecido nessas regides. Coletas recentes do Laboratério de Citogenética Animal
( LACA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), no Parque Nacional do Superagui, ja permitiram identificar a
ocorréncia de pelo menos uma possivel nova espécie de aranha, pertencente ao género Isoctenus, familia Ctenidae (
ainda em analise no Instituto Butantan), demonstrando que ha a necessidade de ampliar o esforgco amostral sobre as
aranhas do estado, a fim de conhecer sua real biodiversidade. Além disso, o género Iscotenus aparece como
criticamente ameagado segundo o Portal da Biodiversidade do Instituto Chico Mendes (
portaldabiodiversidade.icmbio.gov.br ).

As aranhas constituem um dos mais diversos grupos de artrépodes existente, com mais de 46 mil espécies
identificadas. (World Spider Catalog, 2017). O instituto Butantan guarda registros de ocorréncia de 14 espécies de
ctenideos no Parand, sendo elas: Viracucha andicola (Simon, 1906), Phoneutria nigriventer (Keyserling 1891), Ctenus
ornatus (Keyserling 1877), Ctenus medius (Keyserling 1891), Parabatinga brevipes (Keyserling 1891), Enoploctenus
cyclothorax (Bertkau 1897), Toca samba (Polotow e Brescovit 2009), Gephyroctenus philodromoides (Mello-Leitdo 1936)
, Isoctenus charada (Polotow e Brescovit 2009), Isoctenus eupalaestrus (Mello-Leitdo 1936), Isoctenus herteli ( Mello-
Leitdo 1947), Isoctenus segredo (Polotow e Brescovit 2009), Isoctenus ordinario (Polotow e Brescovit 2009), Isoctenus
strandi (Mello-Leitdo 1936).

Ctenidae é uma das mais representativas familias de aranhas no Brasil (Raizer et al. 2005; Brescovit et al. 2011) com
cerca de 515 espécies e 47 géneros (World Spider Catalog 2017). As aranhas dessa familia exibem tamanho corpéreo
variando de 4 até 40 milimetros (Polotow e Brescovit 2014), atingindo aproximadamente 20 centimetros de diametro
considerando o comprimento das pernas. S&o espécies cursoriais, noturnas e rapidas (Polotow e Brescovit 2014) e sdo
ecologicamente muito importantes, atuando como controladores biolégicos relacionados diretamente com a dindmica
populacional de insetos, pequenos anfibios e até mesmo de outras aranhas (McComirck e Polis 1982). Do ponto de vista
socieconomico, Ctenidae se destaca pelo fato de ser um dos grupos de aranhas que mais provocam acidentes no Brasil,
de acordo com o Ministério da Saude (2017) somente no ano de 2015 foram registrados mais de 3.000 casos.

O posicionamento filogenético de Ctenidae, em relagéo as outras familias, € bem definido. Desde a criacdo da familia,
a sua monofilia é suportada por um arranjo ocular do tipo 2-4-2, que se somam com caracteres genitais e juntos
definem bem todos os membros do grupo (Silva-Davila 2003). Silva-Davila (2003) e Polotow e Brescovit (2014)
identificaram diversos problemas filogenéticos da familia, principalmente dentro do género Ctenus, que abriga sozinho
cerca de 50% das espécies descritas para a familia, reconhecendo a necessidade de descrever novos géneros, que
englobem de maneira mais adequada as espécies. Esses dados revelam lacunas no conhecimento da familia e
levando-se em consideragdo que apenas aproximadamente 30% das espécies de aranhas do Brasil foram descritas até
0 momento Brescovit (1999), demonstra a diversidade de ctenideos esta ainda subestimada.

A identificacdo das espécies de aranhas se baseia em caracteres genitais, epigenos e pedipalpos que s6 se
desenvolvem plenamente nos individuos adultos, o que impede sua identificagdo precisa enquanto ainda nédo atingiram
a maturidade (Coddington e Levi 1991).Sendo assim, metodologias mais refinadas como as empregadas na
citogenémica e o uso de DNA barcoding, compdem ferramentas promissoras na identificacdo das espécies e na
resolucao dos problemas filogenéticos encontrados em Ctenidae, e independem do estagio de desenvolvimento do
individuo. Permitindo estudar comparativamente as diferentes populacdes, e a identificar possiveis espécies cripticas (
gue sao espécies morfologicamente semelhantes ou idénticas, orém constituindo unidades evolutivas independentes
com isolamento reprodutivo total ou parcial), sendo a correta identificagdo destas espécies de suma importancia para
as acles de conservacao (Galetti Jr et al., 2008).

Conhecer a biodiversidade de um grupo de organismos, tal como sua distribuicdo geografica, € a melhor forma de
garantir a eficacia das acdes de manejo e conservacdo. Ndo obstante a biodiversidade é um termo abrangente, e deve
ser considerada também a diversidade genética existente, uma vez que elas determinam as variagdes morfologicas
observadas entre as espécies (Solé-Cava, 2001; Santos et al., 2009; Townsend et al. 2006). Logo, a conservagéo da
biodiversidade, também dever ser considerar a conservacao da diversidade genética encontrada na natureza.
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Das cinco subfamilias aceitas atualmente, quatro possuem alguma espécie cariotipada: Acantheinae, Acanthocteninae,
Viridasiinae e Cteninae (Chen, 1999; Araujo et al., 2014; Araujo et al., 2017; Rincéo et al., 2017, in press). O sistema
cromossbémico sexual (SCS) varia entre X1X20 e X1X2X30. Os nimeros diploides observados na familia até o
momentos sdo 2n= 22, 28 e 29 (Chen, 1999; Araujo et al., 2014; Kumar et al., 2016; Rincéo et al., 2017, In press), e 0
uso de técnicas moleculares mais avancadas como a hibridizacédo in situ s6 foram empregadas em Ctenidae
recentemente, com a identificacao de regides de DNAr 18S (Rincéo et al., 2017, in press)

O DNA barcoding tem por intuito utilizar um ou mais genes, a fim de conseguir delimitar individualmente cada espécie.
O gene mitocondrial que codifica a subunidade | da citocromo ¢ oxidase (COIl) é o mais empregado nessa metodologia,
pois traz resultados altamente precisos. O DNA barcoding é considerado uma ferramenta taxondmica adicional e sua
utilizacdo vem sendo frequente em varios grupos de animais (Hebert et al., 2003; Garcia-Morales e Elias Gutierrez,
2013 ; Cai et al., 2015; entre outros ).

Diversos autores ja demonstraram a importancia da caracterizacao de aranhas com COl, principalmente no que diz
respeito a identificacdo de espécies cripticas, com os valores de divergéncia intraespecifica, em geral, abaixo dos 3%,
e de divergéncia interespecifica acima dos 6% (Robinson et al., 2009; Blagoev et al., 2013, Macrini et al., 2015;
Agnarsson et al., 2016), demonstrando que este € um marcador genético confiavel no que diz respeito a identificacéo
individual das espécies de aranhas.

As maiores criticas quanto a utilizagdo do DNA barcoding, é quanto a utilizacdo de um Unico gene na identificacéo das
espécies, e quanto a capacidade destes em determinar niveis mais profundos de relagdes entre as mesmas (Moritz e
Cicero, 2004). Assim, uma forma de utilizar o DNA barcoding com maior eficacia é aliar estas analises com outras
metodologias, como andlises morfoldgicas e ou citogendmicas como proposto por este projeto de pesquisa.

2.1 . Palavras-Chave :
citogenética, FISH, COI, sondas de DNA repetitivo

2.3. Sintese do Projeto :

As espécies de Ctenidae constituem um dos principais grupos de aranhas do Brasil, presentes em diversos nichos e
com espécies de interesse médico. Além disso, essa familia ttm uma importante funcdo ecolégica no controle
biolégico de diversos grupos animais. A familia possui uma série de problemas filogenéticos ainda nao resolvidos, além
de géneros muito pouco estudados e com risco de extingdo. A baixa amostragem juntamente com 0s impasses
filogenéticos, sugerem que a biodiversidade desse grupo € ainda muito subestimada, o que torna dificil determinar o
nivel de ameaga das suas espécies. A citogendmica tal como o DNA barcoding por COI sdo ferramentas promissoras
no que diz repeito a caracterizagdo individual das espécies. Poucos estudos citogenéticos foram realizados envolvendo
a familia Ctenidae, sendo que apenas 8 das mais de 500 espécies possuem algum dado cariotipico, que envolvem
apenas citogenética convencional. No entanto a utilizacdo de técnicas moleculares mais avancgadas, principalmente a
hibridizac&o fluorescente in situ (FISH) fornecem resultados mais precisos na caracterizacdo das espécies. Integrando
a citogenémica com o DNA barcoding, e aliando esses dados com estudos de filogenética e ecologia descritos na
literatura, esperamos poder caracterizar melhor as espécies que ocorrem nas dependéncias das Unidades de
Conservacao estudadas, além de conseguir identificar também espécies ainda ndo descritas, que venham a ser
amostradas durante as coletas. Permitindo assim um maior conhecimento do niumero de espécies de Ctenidae que
ocorrem no Parana, sua distribuicdo pelo Estado, e entender um pouco mais da evolucao citogendmica que envolve a
familia.

2.4 . Objetivos Gerais :

Identificar e caracterizar por meio da citogenémica e DNA barcoding as espécies de Ctenidae de 10 unidades de
conservagao distribuidas em diversas regiées do Estado do Parana, bem como espécies que ainda ndo tenham sido
registradas no estado, a fim de compreender melhor a evolugéo cariotipica desse grupo de aranhas além de ampliar e
gerar dados sobre a araneofauna residente nas Unidades de Conservacao, para o desenvolvimento de estratégias de
identificacdo, manejo e conservacao das espécies.
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2.5 . Metodologia:
Materiais

As coletas serdo realizadas em 10 unidades de conservacéo distribuidas em diferentes regiées do Parand, sendo:
Parque Estadual Mata do Godoy, Parque Nacional do Iguacu, Parque Nacional de llha Grande, Parque Nacional de

Superagui, Parque Estadual da Serra da Esperanca, Parque Estadual de Vila Velha, Parque Estadual do Guartela,
Parque Nacional Saint-Hilaire-Lange, Parque Estadual Rio Guarani, Parque Estadual Pico do Marumbi.

Seréo utilizados testiculos, ovarios, secos intestinais e embrides de aranhas, jovens e adultos, da familia Ctenidae. As
coletas serdo noturnas, realizadas com auxilio de lanternas de cabeca e potes de coleta. Além disso, guias serao
contratados entre a comunidade local, visando ndo s a otimizacéo das coletas, mas também uma primeira integracéao
das comunidades com a pesquisa cientifica.

Os espécimes serdo armazenados em alcool 96%, em tubos falcon 15 ml. E seréo identificados no Instituto Butantan
pelo professor Dr. Antdnio Domingos Brescovit, também curador da cole¢&o aracnoldgica do Laboratério Especial de
Colecdes Biologicas.

Obtencgéo dos cromossomos meidticos e coloragdo convencional

A obtencdo de cromossomos meidticos seguird o proposto por Araujo et al. (2008). As laminas serdo feitas com um
fragmento do tecido retirado, imerso em acido acético 60% e fixado na lamina com auxilio de uma chapa quente. As
laminas serdo coradas com solugéo de Giemsa 3%., e fotografadas.

Deteccao das regibes de heterocromatina constitutiva (bandeamento C)

A técnica de obtencao de bandas C seguird Sumner (1972), com algumas modificagBes. As laminas sao tratadas com
acido acético 20% para romper as ligacdes fosfo-diester, em seguida tratadas em solucéo de hidroxido de bario, para
retirada das bases, e por fim em solu¢do salina (2xSSC) para estabilizar o cromossomo. As laminas serdo coradas com
fluorocromos base-especificos cromomicina A3 (CMA3), que detecta regides ricas em pares de base GC, e 4 ,6'-
diamino-2’-fenilindol (DAPI), que evidencia regides ricas em pares de base AT (Schweizer 1980).

Obtencéo das sondas de DNA e marcagao

As sondas de DNAr 18S e de histona H3 estéo clonadas em células competentes de E. coli (Rincéo et al., 2017, in
press) e armazenadas em freezer -80 sob responsabilidade do Laboratério de Citogenética Animal da Universidade
Estadual de Londrina. As sondas de DNASs repetitivos serdo obtidas pela metodologia do Cot-1 segundo Zwick et al.

(1997) . Todas as sondas serdo marcadas pelo kit Nick translation seguindo as instru¢des do fabricante.

Obtencdo dos DNAs repetitivos pelo Cot-1

Serdo realizadas extracfes de DNA de Ctenus ornatus e Ctenus medius utilizando musculo da perna pelo método de
fenol: clorofélmio: alcool isoamilico (Sambrook e Russell 2006).

O CO0t-1 (DNA enriquecido por sequéncias de DNA alta e moderadamente repetitivo) sera realizado seguindo o
protocolo descrito por Zwick et al. (1997) utilizando o DNA gendmico livre de RNA, obtido de Ctenus ornatus e C.

medius. O DNA concentrado a 500 ng/pL em solucéo 0,3 M de NaCl em tubos de 1,5 mL serdo submetidos a 3 ciclos
de autoclavagens de 5 minutos cada (a ajustar). Os fragmentos de DNA gerados dever&o conter entre 100 e 1000 pb, a
serem confirmados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. O tempo da reacdo de reanelamento seréa calculado
seguindo a formula COt= 1 = mol/L x T, onde CO é a concentragdo inicial, calculada em mols de nucleotideos por litro, e
o tempo é dado em segundos. Sera assumido que o peso molecular para 1 mol de deoxinucleotideo monofosfatado é de
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339 g/mol. Sera utilizado S1 nuclease a uma concentracao de 1 U por micrograma de DNA. As aliquotas serao
submetidas a banho-maria a 95°C por 10 minutos, com intuito de promover a desnaturacdo do DNA, em seguida as
aliquotas serdo mantidas em gelo por 10 segundos, apés esse tempo, as amostras serdo mantidas em banho a 65°C de
acordo com o tempo de reassociacao calculado. Apos esse tempo sera adicionado a S1 nuclease por 8 min, a fim de
degradar as fitas simples de DNA que ainda estao presentes nas amostras. O DNA sera entdo extraido pelo método de
fenol-cloroférmio (Sambrook e Russel, 2006), e eluido em agua ultrapura a -20°C.

O DNA obtido sera marcado e utilizado como sonda na hibridizado in situ no genoma das espécies das quais foram
extraidos, a fim de confirmar sua confiabilidade. As diferentes bandas obtidas em gel de agarose 1,2% seréo isoladas
em gel de agarose com auxilio do Kit PureLinktm Quick Gel Extraction. Os fragmentos serdo clonados com um Kit de
clonagem Topo Cloning em linhagem de células competentes de E. coli TOP10 e enviada para sequenciamento.

Microdisseccdo dos cromossomos sexuais e obtencao da sonda cromossémica

A Microdisseccao cromossdmica sera realizada utilizando o microscépio invertido (Olympus® IX71), equipado com
microdissector mecéanico (Narishige® ONE-3). As agulhas serdo preparadas utilizando capilares, com pontas de
aproximadamente 0,7 ym no ‘micropipette puller’ (Narishige® PC-10), sendo retirados de 3 a 12 cromossomos, que
serdo amplificados e marcados com o auxilio dos kits WGA 4 (Genomeplex Single Cell Whole Genome Amplification
Kit) e WGA 3 (Genomeplex Whole Genome Amplification Reamplification Kit), conforme a especificacdo do fabricante.

Dot blot

Para conferir a qualidade das sondas marcadas sera realizado o procedimento do Dot Blot. Dois microlitros (2uL) da
sonda marcada sera aplicado em uma membrana de nitrocelulose pré-tratada com o Tris-HCI 1M e NaCl 3M (tampéo 1)
. Apés, a membrana com a sonda sera tratada com uma solu¢éo bloqueadora contendo Tris-HCI 1M, NaCl 3M e leite
em po6 desnatado (tampao 2). Para a reagdo de deteccdo a membrana sera colocada em uma solugdo contendo Tris-
HCI 1M, NaCl 3M e os anticorpos estreptavidina AP e/ou antidigoxigenina AP de acordo com a molécula que foi
utilizada para marcar a sonda. Por fim a membrana sera imersa em uma solugdo contendo Tris-HCI 1M, NaCl 3M e
MgCI2 1M (tampéo 3) e ap6s colocada em uma solugdo contendo os substratos para a reagéo da fosfatase alcalina (
NBT e BCIP).

Hibridizacdo Fluorescente in Situ (FISH)

A Hibridizacdo Fluorescente In Situ seguira o proposto por Pinkel (1986), com modificages sugeridas por Gouveia et
al. (2013). Serao utilizadas sondas de DNAr 18S e histona H3 provenientes de Ctenus ornatus. As sondas marcadas
com digoxigenina serdo detectadas com anti-digoxigenina-rodamina conjugada e as com biotina serdo detectadas com
Streptavidin — Fluorescein Isothiocyanate Conjugate. As laminas serdo contra-coradas com o corante fluorescente DAPI
e observadas em microscopia de epifluorescéncia (Leica DM2000), equipado com camera digital Moticam Pro 282B. As
imagens serdo capturadas usando o programa Motic Images Advanced, verséo 3.2.

DNA barcoding utilizando COI

As sequéncias de citocromo ¢ oxidase subunidade | (COIl) serdo amplificadas utilizando os primes descritos em
Wheeler et al. (2016). As regides amplificadas serdo sequenciadas pelo método de Sanger. A andlise do resultado do
sequenciamento e a montagem das sequéncias consenso serdo feitas utilizando o programa online Electropherogram
Quality Analysis (Togowa e Brigido, 2003). As sequéncias serdo submetidas ao banco de dado BOLD (Ratnasingham e
Heber, 2003) (http://www.boldsystems.org/). Nesse mesmo banco de dados sera utilizado a ferramenta BOLD-IDS para
verificar a similaridade das sequéncias obtidas com outras sequéncias ja depositadas no banco de dado. As
sequéncias com melhor correspondéncia para cada taxon (quando possivel comparar) seréo incorporadas nas analises
de distancia genética intraespecificas e interespecificas, baseada no modelo Kimura-2-Parametros (Kimura, 1980). O
mesmo modelo deve ser utilizado para as analises de Neighbor-Joining, que serdo realizadas no programa MEGA v7.0
(Kumar et al. 2016).
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2.6 . Resultados Esperados :

As amostragens realizadas nos parques e reservas do estado Parana permitirdo auxiliar na determinacao do risco de
extingdo das espécies, por meio da geracao de dados de ocorréncia e distribuicdo desses ctenideos, além de permitir as
UCs conhecerem um pouco mais da sua biodiversidade. Os dados gerados com a execugao do projeto permitirdo
também o estabelecimento de parcerias entre pesquisadores de aracnideos do Parana e dos demais estados
brasileiros, consolidando parcerias entre as universidades e as instituicdes de pesquisa voltadas ao estudo citogenético,
taxonémico e evolutivo das aranhas, de forma a fortalecer as linhas e grupos de pesquisa envolvidos.

Assim, esperamos que nossa proposta leve a um grande avango no conhecimento sobre a diversidade das espécies de
Ctenidae no estado do Parand, além de ser importante para o desenvolvimento de estratégias de identificagdo, manejo
e conservacéo, integrando os dados citogendmicos e moleculares aos taxondmicos. O fortalecimento e a consolidacao
das coletas e das pesquisas de caracterizacdo de aranhas, também permitindo uma melhor formagéo e capacitagdo de
recursos humanos (nos niveis de iniciacao cientifica, mestrado, doutorado e pés-doutorado). Ao mesmo tempo o
presente projeto visa a carreira cientifica e tecnolégica dos seus componentes, no que se refere a atuar nas acdes de
pesquisa integradas em citogendmica e genética molecular, tanto em ambito nacional quanto internacional.
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3. Abrangéncia

Estado Sigla Estado Municipio
PR Parana 3 Barras do Parana
PR Parana 4 Barras
PR Parana Alexandra
PR Parana Altonia
PR Parana Ceu Azul
PR Parana Foz do Iguacu
PR Parana Guaira
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PR Parana Guarapuava

PR Parana Guaraquecaba
PR Parana Guaratuba

PR Parana Icaraima

PR Parana Londrina

PR Parana Matelandia

PR Parana Matinhos

PR Parana Medianeira

PR Parana Morretes

PR Parana Piraquara

PR Parana Ponta Grossa

PR Parana Prudentopolis

PR Parana Sao Jorge do Patrocinio
PR Parana Sao Miguel do Iguacu
PR Parana Tibagi

PR Parana Turvo

PR Paran& Vila Alta

4. Recursos

4.1. Recursos Aprovados pela Fundacéo Araucaria:

Elementos de Despesas R$

Diarias 7.200,00
Hospedagem/Alimentagéo 0,00
Material de Consumo 65.640,00
Passagens 0,00
Pessoal 0,00
Encargos 0,00
Bolsas 0,00
Outros Servigos de Terceiros 3.200,00
Equipamentos e Material Permanente 57.200,00
Total 133.240,00

Valor total aprovado em Reais: R$ 133.240,00

Cento e Trinta e Trés Mil e Duzentos e Quarenta Reais

4.2. Recursos Solicitados a Outras Fontes, Parcerias e/ou Contrapartida da(s) Instituicdo(des)

Envolvida(s ):

Entidade Tipo Valor Descrigcéo
5. Equipe
5.1. Membros do Projeto :
Ord Nome Instituicéo Funcéo
1 Ana Ldcia Dias UEL Coordenador(a)
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2 Renata da Rosa UEL Pesquisador(a) /
Executor(a)

3 Lucia Giuliano Caetano UEL Pesquisador(a) /
Executor(a)

4 Joana Neres da Cruz Baldissera Pesquisador(a) /
Executor(a)

5 Matheus Pires Rincéo UEL Colaborador(a) / Aluno(a)

de Doutorado

5.2. Atividades :

Atividade (A-1):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-2):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-3):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Determinar o nimero diploide das espécies analisadas e 0s sistemas de cromossomos sexuais;
1 Duracéo: 13 Més(es)

5 Horas

Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincao [Responsavel], Lucia Giuliano Caetano

Coletar, identificar e depositar em cole¢éo biolégica os espécimes coletados.

1 Duracéo: 12 Més(es)
3 Horas

Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincao, Lucia Giuliano Caetano [Responsavel]

Desenvolver sondas de sequéncias de DNA repetitivos para serem utilizadas na hibridizag&o in
situ, a fim de compreender a distribuicdo desses elementos nos cromossomos de aranha;

2 Duracéo:
2 Horas
Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincdo, Joana Neres da Cruz Baldissera [Responsével]

15 Més(es)

Atividade (A-4):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-5):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Definir a composi¢éo e distribuicdo das bandas heterocromaticas, por meio de bandamento C e
coloragdo com CMA3+ e DAPI+;

2 Duracéo: 13 Més(es)

3 Horas

Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincao [Responséavel]

Definir um padréo de distribuicdo espécie-especifica das sondas de DNA repetitivo,
principalmente dos sitios de DNAr 18S e DNA codificante para histona H3;

3 Duracéo:
3 Horas
Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincdo, Joana Neres da Cruz Baldissera [Responsével]

15 Més(es)

Atividade (A-6):

Determinar o caminho evolutivo dos cromossomos sexuais, isolando os mesmos e utilizando-os
como sondas na hibridizacao in situ;
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Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-7):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-8):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-9):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

Atividade (A-
10):

Inicio:
C.H.S.:
Membros:

7 Duracéo:
5 Horas
Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincéo [Responsavel], Joana Neres da Cruz Baldissera

11 Més(es)

Caracterizar individualmente as espécies e suas populagdes com base no gene mitocondrial de
citocromo c¢ oxidase subunidade | (COI);

15 Duracéo:
10 Horas
Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincéo [Responsavel], Joana Neres da Cruz Baldissera

3 Més(es)

Identificar a possivel ocorréncia de espécies cripticas, e tentar caracterizar, ao menos em parte,
seu endemismo ou ocorréncia nas demais areas amostradas;

18 Duracéo:
10 Horas
Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincao [Responsavel], Renata da Rosa

2 Més(es)

Identificar possiveis marcadores cromossémicos que ajudem na identificacédo e diferenciacéo de
espécies da familia.
18 Duracéo:
10 Horas

Ana Lucia Dias, Matheus Pires Rincdo, Renata da Rosa [Responsavel], Joana Neres da Cruz
Baldissera

1 Més(es)

Andlise final dos dados, divulgacéo e sua aplicacdo em Programas de Conservagao;

19 Duracéo:
10 Horas
Ana Lucia Dias [Responsavel], Matheus Pires Rincdo, Renata da Rosa, Joana Neres da Cruz

6 Més(es)
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Baldissera 5.3

. Cronograma :
AM |01|02|03|04|05]|06|07|08|09|10|11|12|13|14|15|16|17|18|19|20|21|22 23|24
Al [ XXX X[X[X[X]|X]|X|X[X]X]X
A2 | XX X[X[X]|X]X|X[X]X]X]|X
A-3 XX XXX X[X|X[X]|X[X]|X]|X]|X]|X
A-4 XXX X|X|X[X|X[X]|X[X]|X]|X
A-5 X[IX[X]|X]X|IX[X[X]|X]|X[|X[X]X]X]|X
A-6 XIX|X[X|X[X|X]|X[|X]|X]|X
A7 X[ X|X
A-8 X | X
A-9 X
A-10 XX [X|[X [Xx[X
Orcamento Consolidado
Ano 1 - Em Real
Elementos de Despesa Trim estres Total
1° 20 3° 40
Diarias 7.200,00 0,00 0,00 0,00 7.200,00
Hospedagem/Alimentagdo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Material de Consumo 65.640,00 0,00 0,00 0,00 65.640,00
Passagens 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Qutros Servigcos de Terceiros 3.200,00 0,00 0,00 0,00 3.200,00
- Pessoa Fisica 3.200,00 0,00 0,00 0,00 3.200,00
- Pessoa Juridica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Equip. e Material Permanente 57.200,00 0,00 0,00 0,00 57.200,00
Bolsas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pessoall 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Encargos 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 133.240,00 0,00 0,00 0,00 133.240,00
Ano 2 - Em Real
Elementos de Despesa Trim estres Total
1° 20 3° 40
Diarias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hospedagem/Alimentacao 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Material de Consumo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Passagens 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Qutros Servicos de Terceiros 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- Pessoa Fisica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- Pessoa Juridica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Equip. e Material Permanente 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Bolsas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pessoal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Encargos 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ano 1 - Em em Ddlar
Elementos de Despesa Trim estres Total
1° 20 3° 40
Diarias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hospedagem/Alimentacao 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Material de Consumo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Passagens 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Outros Servicos de Terceiros 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- Pessoa Fisica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- Pessoa Juridica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Equip. e Material Permanente 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bolsas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pessoal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Encargos 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
[Ano 2 - Em em Délar
Elementos de Despesa Trim estres Total
1° 20 3° 40
Diérias 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hospedagem/Alimentagao 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Material de Consumo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Passagens 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Outros Servigos de Terceiros 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- Pessoa Fisica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
- Pessoa Juridica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Equip. e Material Permanente 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bolsas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pessoal 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Encargos 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Total 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Diérias
Ord Localidade Qtde | Custo Unitario | Custo Total |Més Justificativa
1 Brasil - Demais 1 R$7.200,00 R$7.200,00 1
estados - Diversos
municipios

Hospedagem/Alimentacao
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Ord Localidade Qtde Custo Unitario Custo Total Més
9. Materiais de Consumo
Ord Especificagdo Qtde | Unidade Custo Unitario Custo Total Més Justificativa
1 Material laboratorial 1 Varios R$65.640,00 R$65.640,00 1
10. Passagens
Ord Trecho Tipo Qtde Custo Unitario Custo Total Justificativa
. Servicos de Terceiros
11
Ord Especificacdo Custo Total Més Justificativa
1 Contratagdo de mateiro R$3.200,00 1
12. Materiais Permanentes e Equipamentos
Ord Especificagéo Qtde | Custo Unitario Custo Total Més Justificativa
2 Aguisicdo de material permanente 1 R$57.200,00 R$57.200,00 1
13. Pessoal
Ord Funcéo Formagcéo Profissional Perfil Desejado Custo Total | Més Justificativa
14. Bolsas
Modalidade Ord | Duragéo | Custo Unitario | Custo Total Més Area de Atuagéo
15. Encargos
Ord Especificacdo Custo Total Justificativa
S €2 S B, = &

Londrina, 08 de marco de 2018

Assinatura do Proponente
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