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ANEXO | - ROTEIRO DESCRITIVO DA PROPOSTA

1. IDENTIFICAGAO DO PROJETO

Protocolo n °
Titulo: Biodiversidade de microorganismos na regido Lagamar do Parana
Area(s) do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Microbiologia, Ecologia, Biodiversidade

Instituigdo Proponente/Campus: Universidade Federal do Parana, Setor Litoral

A criacdo da UFPR Litoral teve inicio em 2004, quando foi
autorizada a criagdo do Campus Litoral da UFPR, sendo que as
atividades comecgaram no segundo semestre de 2005. Em 2007, o
Campus tornou-se Setor. As atividades de pesquisa do Setor Litoral
ganharam forga com a implantagdo em 2014 do Programa de Poés-
Graduagdo em Desenvolvimento Territorial Sustentavel (PPGDTS) que
tem como objetivo conciliar preservacdo da natureza, diversidade
cultural, politicas publicas e desenvolvimento territorial.

Breve Historico da O proponente tem formac&o na area molecular tendo trabalhado
Instituigdo Responsavel: como professor no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
da UFPR de 2008 a 2015. Em 2015, o proponente foi removido para o
setor litoral da UFPR em Matinhos onde iniciou atividades de pesquisa
implantando um laboratério de quimica e microbiologia ambiental com
estudos voltados para biodiversidade de microorganismos e impactos
ambientais na regido Lagamar no Litoral do Parana. Estas pesquisas
agregam a linha tematica Ecologia e Biodiversidade do PPGDTS do
Setor Litoral - UFPR.

O UFPR dispde de espaco fisico, transporte, equipamento de

Forma de contribuicéo da laboratorio, pessoal técnico e alguns reagentes necessarios para o
Instituigdo Responsavel: desenvolvimento desta proposta
Coordenador: Luciano Fernandes Huergo

Curriculo Lattes do Coordenador: | http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4760025T2

2. LINHATEMATICA (ATENGAO: SELECIONAR APENAS UMA OPGAO):

a) Unidades de Conservagéo de Protecao Integral (continentais e marinhas) e RPPNS: criagdo e ampliagédo de UCs e execugdo de
seus Planos de Manejo

b) Espécies Ameacadas: execugdo de Planos de Agdo Nacionais (PAN), agbes emergenciais para protegéo e definicdo de status de
ameaca de espécies nativas

X ¢) Ambientes Marinhos: estudos, protecéo e reducéo das pressdes sobre a biodiversidade marinha

3. INDICADORES

Adotaremos nos proximos anos, 7 indicadores visando auxiliar no monitoramento dos impactos dos projetos apoiados. Por favor,
selecione um ou mais indicadores que serdo trabalhados/contemplados em seu projeto. Caso ndo haja nenhum indicador
relacionado, néo é obrigatdrio seu preenchimento, porém destacamos que projetos que auxiliem atingir as metas relacionadas a
estes indicadores serdo prioridade para as instituiges.

3.1 Unidade de Conservagao

Criacdo / Ampliagéo de Unidades de Conservagéo de Protegéo Integral e RPPN

Execugéo de agbes prioritarias de Planos de Manejo de Unidades de Conservagéo

Normativas para conservagéo de ambientes continentais
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3.2 Espécies

Acéo emergencial Planos de A¢do Nacional

Agbes previstas nos Planos de Ag¢do Nacionais (PAN) para a conservagéo de espécies ameagadas

Estudos para definicéo de status de ameaga de espécies

3.3 Geragao de Conhecimento

\ X \ Resultados nao se enquadram em nenhum dos indicadores

4, LOCALIZAQAO GEOGRAFICA DA PESQUISA
Caso pertinente, envie arquivos anexos como mapas, fotos, documentos no formato PDF, via SigAraucaria.

4.1 Biomas
Bioma Principal: Cerrado Marinho X | Mata Atlantica
Bioma(s) Secundario(s): Cerrado X | Marinho X | Mata Atlantica

4.2, Unidades de Conservacao

APA de Guaratuba — PR, Parque Estadual Boguacgu e Baia de Guaratuba

4.3 Detalhes adicionais

Baia de Guaratuba, regido Lagamar

5. SINTESE/RESUMO

Os microorganismos formam a base das cadeias tréficas, catalisando reagdes fundamentais
nos ciclos biogeoquimicos de virtualmente todos os nutrientes incluindo Carbono, Fésforo e
Nitrogénio. Assim, a conservacao das comunidades microbianas é imprescindivel para a conservacao
de organismos superiores. Estima-se que menos de 1% das espécies de microorganismos sejam
conhecidas e catalogadas pela humanidade. Portanto, 0s microorganismos constituem um
reservatorio de material genético ainda pouco explorado com grande potencial para novas aplicagdes
biotecnoldgicas. Uma maior compreenséo da dindmica e composi¢cao das comunidades microbianas
pode servir de base para criagcao de mecanismos de controle ambiental através da selecdo de
espécies bioindicadoras auxiliando em ac¢des de conservacdo. Outra vertente é a aplicacdo de
micl;(_)orga_mismos como biorremediadores, consumidores de poluentes em casos de acidentes
ambientais.

Esta proposta tem como principal meta catalogar a biodiversidade de microorganismos
cultivaveis e nao cultivaveis presentes no Ecossistema Manguezal da APA de Guaratuba e Parques
Estadual Boguacu fornecendo auxilio a um projeto que ja se encontra em andamento. Serao
aplicadas técnicas moleculares de ultima geragdo incluindo segiienciamento massivo de DNA do
gene 16S através da plataforma llumina e espectrometria de massas de célula intacta a fim de
catalogar e compreender a dindmica da biodiversidade microbiana da regido Lagamar do Litoral do
Parana.

Este projeto ird fornecer um inventario das comunidades microbianas habitantes do
ecossistema Manguezal na Baia de Guaratuba e indicar como as variaveis pH, salinidade,
granulometria do substrato e concentracdo de microelementos afetam a composicdo de
microorganismos do Mangue. Serdo comparados os perfis de comunidades microbianas em areas
preservadas e de forte pressao antrépica a fim de determinar os efeitos de contaminagéo com esgoto
doméstico na composicdo do microbioma do mangue. Espera-se isolar pelo menos 20 novas
espécies bacterianas que serdo catalogadas em nivel molecular. Pelo menos 2 espécies novas de
microorganismos terdo seu genoma sequenciado. Os dados obtidos poderdo auxiliar no
desenvolvimento de métodos moleculares / microbioldgicos capazes de atuar como bioindicadores de
poluicdo / contaminacdo ambiental. Além disso, esta proposta ira contribuir para formacdo de
recursos humanos qualificados e para o estabelecimento de um laboratério de referéncia em estudos
moleculares de biodiversidade na regido do Litoral do Parana.
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6. OBJETIVOS

Catalogar a biodiversidade de microorganismos cultivAveis e nao cultivaveis presentes no
Ecossistema Manguezal da APA de Guaratuba e compreender como a contaminagdo com esgoto
domeéstico afeta a comunidade de microorganismos do mangue

Especificos

1. Isolar DNA total do Mangue de dois pontos da Baia de Guaratuba e seqlenciar o gene
16S utilizando a plataforma llumina. (Serdo incluidas areas preservadas e com
contaminacédo de esgoto doméstico para comparacao)

2. Caracterizar a composicao fisico-quimica de cada amostra como granulometria, pH,
salinidade, contetdo de matéria organica, teor de micro elementos

3. ldentificar as espécies de microorganismos presentes em cada local amostrado através
de analises de bioinformética no programa QUIIME e realizar andlises multivariadas a fim
de identificar correlagbes entre parametros fisico-quimicos do mangue e espécies
presentes.

4. lIsolar bactérias aerdbicas heterotroficas de cada ambiente através de diluicbes seriadas
em meio rico e classificar filogeneticamente os isolados através da obtencdo de dados de
espectrometria de massas de célula intacta e clusterizagdo de dados

5. Sequenciar o gene 16S dos isolados mais distantes filogeneticamente e classificar os
organismos com base em bancos de dados publicos

6. Sequenciar e anotar o genoma de pelo menos dois isolados com maior potencial de
aplicagdo biotecnoldgica

7. JUSTIFICATIVA

O Litoral do Parana alberga um dos maiores trechos preservado de Mata Atlantica no Brasil.
Esta regido possui diversas Unidades de Conservacdo que contribuem para a preservagdo do bioma
Mata Atlantica o qual é considerado como um “hot spot” da biodiversidade pela UNESCO. Na regido
Lagamar, o0 ecossistema manguezal esta localizado na transicdo entre o ambiente terrestre e marinho
formando um ambiente de alta produtividade primaria bercario para o desenvolvimento de diversas
espécies de vertebrados marinhos e terrestres. Apesar da enorme importancia dos microorganismos
para a manutencdo de todos os ciclos biogeoquimicos que sustentam as demais formas de vida,
dados sobre a biodiversidade microbiana permanecem escassos, em particular, ndo ha relatos de
trabalhos descrevendo as comunidades microbianas que habitam ecossistemas manguezais no litoral
do Parana.

A grande maioria dos microorganismos ainda ndo é conhecida pelo Homem devido a
dificuldade em cultivar algumas espécies de bactérias nos meios de cultura mais comumente
utilizados. Este grupo de microorganismos, denominados de “n&o cultivaveis” representam 99% das
espécies de procariotos presentes na natureza e constitui um pool genético com grande potencial de
aplicacdes hiotecnoldgicas. O conhecimento da biodiversidade microbiana dos varios ecossistemas
brasileiros é urgente. A Convencdo da Diversidade Biologica reconhece a deficiéncia geral de
informacdo e conhecimento da diversidade biolégica global e da necessidade imperiosa de
desenvolver capacitacdo cientifica e técnica para permitir o entendimento basico da biodiversidade. O
Brasil, como um dos signatarios, concordou em mobilizar esfor¢os no sentido de identificar os
componentes da sua biodiversidade necessarios para sua conservagdo e uso sustentavel. Apenas
recentemente esforgos amostrais mundiais, como o do projeto “Earth Microbiome Project’
http://www.earthmicrobiome.org/, e nacionais, como o do “Brazilian Microbiome Project’
http://www.brmicrobiome.org/, foram iniciados a fim de catalogar a diversidade microbiana no planta.
Além do interesse conservacionista e ecoldgico, estes projetos podem auxiliar no acesso ao pool
genético de microorganismos nao cultivaveis.

Como o0s microorganismos apresentam uma grande variedade de vias metabdlicas e
capacidades de produzir metabdlitos secundarios Unicos, este pool genético pode ser utilizado para
uma ampla gama de aplicagbes biotecnégicas com na producéo de novos antibiéticos e farmacos,
enzimas de aplicacfes industriais e aplicacdes em processos de biorremediacdo. Trabalhos recentes
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publicados na prestigiosa revista Nature mostram que dentre estes microorganismos “nao cultivaveis”
presentes no solo e no ambiente marinho existem bactérias capazes de produzir novos antibiéticos e
compostos bioativos com grande potencial de aplicagdo farmacéutica (Wilson et al., 2014;Ling et al.,
2015). O ecossistema manguezal € um nicho de particular interesse para estudos de biodiversidade
microbioldgica e bioprospeccdo devido as suas caracteristicas peculiares como variacdes de
salinidade e disponibilidade de oxigénio.

Esta proposta também ira contribuir para formagédo de recursos humanos qualificados e
para o estabelecimento de um laboratério de referéncia em estudos moleculares de
biodiversidade na regido do Litoral do Parana.

8. METODOLOGIA

Desenho do experimento e coleta

O estudo proposto na Baia de Guaratuba (APA de Guaratuba e Parque Estadual Boguacul)
visa determinar a diversidade e a estrutura das comunidades bacterianas presentes no mangue e
correlaciona-las através de andlises multivariadas com os atributos fisico-quimico do solo e com a
presenca de contaminac&o por esgoto doméstico. Inicialmente seréo coletadas amostras de agua nas
margens do Rio Boguacl na Baia de Guaratuba, no entorno do Bairro Mirim e nas proximidades da
llha do Casqueiro. As amostras de 4gua serdo avaliadas quanto a contaminagdo por esgoto através
da determinacdo da presenca de Escherichia coli utilizando o método do niumero mais provavel NMP
através do Kit Colilert da Idexx. Desta forma sera possivel estabelecer as por¢cdes do manguezal ao
longo do Rio Boguagu que estdo sujeitas a contaminagdo por esgoto doméstico e quais estéo livres
de contaminacéo.

Definidas areas ndo impactadas e impactadas serao realizadas coletas do lodo de mangue em
uma altura de 0 a 15 cm de profundidade utilizando canos PVC esterilizados de 25 cm de diametro.
As coletas serdo realizadas na maré baixa na area sujeita a variacdo de marés. Serdo coletas 3
amostras de cada area sendo cada amostras composta de 3 subamostras de cerca de 200g cada. As
subamostras serao misturadas até homogeneidade em um saco plastico estéril.

O material coletado sera submetido a andlises fisico-quimica de solo, isolamento de DNA total
e cultivo de microorganismos como descrito nos préximos itens de acordo com o fluxograma
experimental descrito abaixo:
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Andlise fisico-quimica do substrato

Serdo realizadas andlises padrdao de solo como carbono; nitrogénio; calcio; magnésio;
potassio; sédio; fésforo; pH; aluminio; enxofre; relacdo C/N; capacidade de troca de cations (CTC);
soma de bases (S); saturacdo em bases (V%); saturacdo em aluminio (m%); fracionamento da
matéria organica. Serao realizadas analises de textura (porcentagem de areia muito grossa, grossa,
média, fina e muito fina; silte e argila). As analises seréo realizadas através de metodologia padréo
de andlises de solo no laboratério de analise de solos no Setor de Ciéncias Agrarias da UFPR. Outros
elementos especificos serdo determinados utilizando espectrometria de absorcdo atbmica em chama
no setor Litoral UFPR como descrito em protocolos da agéncia de protecdo ambiental dos Estados
Unidos EPA disponiveis online (método 7000B) https://www.epa.gov/hw-sw846/sw-846-test-method-
7000b-flame-atomic-absorption-spectrophotometry.

Andlise total da biodiversidade de microorganismos

A extracdo do DNA total do solo sera realizada utilizando-se o kit “Power Soil DNA Kit” da
MOBIO Laboratories, Inc. seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante. Os primers 515F e
806R contendo seqliéncia adaptadoras para o sistema de sequenciamento lllumina e barcodes para
identificacdo das amostras serdo utilizados para a amplificagdo da regido V4 do gene 16S rRNA
conforme descrito por Caporaso e colaboradores (2012). As PCRs serao realizadas em triplicatas,
posteriormente misturadas e purificadas. Uma amostra composta, combinando proporcdes
equimolares dos produtos de PCR, sera submetida para o seqglienciamento no sistema lllumina MiSeq
(Caporaso et al., 2012) no setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR como descrito (Etto et al., 2012).

A analise de qualidade das sequéncias, a separacdo das sequéncias por barcode, o
agrupamento em unidades taxonémicas (OTUs), a classificacdo taxonbmica das seqUéncias e as
andlises de alfa e beta diversidade, serdo realizadas pelo programa QIIME (Kuczynski et al.,
2012;Caporaso et al., 2012). Andlises de diversidade complementares serdo também realizadas pelo
programa R (R Development Core Team) usando os pacotes BiodiversityR e Vegan.

Cultivo de microorganismos e classificagéo taxondmica

As amostras de substratos serdo submetidas a diluicbes seriadas em solucéo salina. As
diluicbes serdo plaqueadas em pelo menos dois meios de cultivo rico em nutrientes como LA e
triptona Agar contendo ciclohexaminda para inibir crescimento de fungos. As culturas seréo
incubadas a 30°C de 3 a 10 dias até o aparecimento de coldnias. As colénias serdo coletadas
com palitos estéreis e colocadas sobre uma placa de MALDI e submetidas a andlise de
espectrometria de massas tipo MALDI-TOF célula intacta como descrito (Stets et al., 2013).

O espectro de massas de cada célula serve como uma impresséo digital de cada espécie
e a comparacdo do perfil dos espectros entre os isolados infere a correlacéo filogenética entre os
organismos (Stets et al., 2013). Os espectros obtidos serdo submetidos a clusterizacdo a fim de
gerar uma arvore filogenética agrupando organismos com maior parentesco evolutivo. Um
representante de cada ramo principal da arvore serd escolhido para extracdo do DNA total,
amplificagdo por PCR e sequenciamento do gene 16S através do método de Sanguer utilizando o
sequenciado ABI 3500. As seqliéncias serdo submetidas a comparagdes com bancos de dados
publicos (RPD e NCBI) a fim de se obter uma classificagédo taxonémica.

Possiveis aplicacdes biotencolégicas dos novos isolados como producdo de antibioticos
dos novos isolados sera avaliada através da capacidade destes organismos em inibir o
crescimento de Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis através da técnica de co-cultivo em
placa. Capacidade de producéo de enzimas de interesse biotecnolégico com celulases, lipases e
proteoases, serdo realizadas através do cultivo em meio solido Agar contendo celulose, trioleina
e leite em pé. A formacdo de halos de hidrélise sera monitorada por visualizacdo direta ou
através da utilizagdo do corante vermelho congo para atividade de degradacgéo de celulose.

Sequenciamento e anotagdo gendmica
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Dois isolados de maior interesse biotecnhologico (de acordo com os ensaios de producdo
de antibidticos e enzimas descritos acima) terdo seu genoma sequenciando. O DNA total ser4
extraido com kits comerciais e submetidos a sequenciamento massivo utilizando a plataforma
llumina em um sequenciador MiSeq usando o método de sequiéncia emparedado (2x250 pb)
seguindo recomendagdes do fabricante. A qualidade das leituras sera avaliada usando o pacotes
FastQC. Os genomas serdo montados utilizando os programas SPAdes e FGAP. A anotacédo de
proteinas sera realizada utilizando a planatforma RAFTSS3 utilizando pipelines de bioinformética ja
estabelecidos em nosso grupo (Leao et al., 2017).

9. RESULTADOS ESPERADOS

Com este projeto sera possivel determinar quais sdo 0s grupos taxondmicos predominantes
de procariotos que habitam os manguezais da APA de Guaratuba. Como conhecimento dos taxons
microbianos presentes serd possivel inferir quais as principais vias metabdlicas de ciclagem de
nutrientes presentes em cada ambiente. Com a comparagdo entre as areas impactadas e nao
impactadas permitird compreender como a contaminacgéo por esgoto doméstico afeta as comunidades
microbianas no ecossistema manguezal permitindo um melhor direcionamento em acdes
conservacionistas futuras.

As analises dos microorganismos cultivaveis permitirdo estabelecer se ha alguma espécie de
facil cultivo e reproducéo que possa atuar como um indicador de contaminacao ambiental. Além disso,
serédo isoladas bactérias de novas espécies ainda nao descritas que podem apresentam potencial de
aplicacdes biotecnoldgicas como, por exemplo, produtoras de novos antibiéticos ainda nao descritos.
O aspecto biotecnolégico do projeto também é de especial interesse uma vez que a vida microbiana
do mangue é bastante diversa e ainda muito pouco estudada.

O projeto visa a formacdo de um grupo de pesquisa multidisciplinar envolvendo especialista
em conservacdo (Marcos), pesquisadores de renome internacional na area de sequenciamento de
DNA e genomas (Fabio e Emanuel), especialistas em bioinformatica (Leo e Emerson) e especialistas
em solos (Marcos e Gilson) além de estudantes de graduacado e pds-graduacéo de diferentes areas
de formacao. Além disso, o projeto ird vincular um programa de pés-graduacao ja bem estabelecido
(Bioguimica UFPR - Nota 6 na CAPES) com um programa emergente (PPGDTS UFPR, Litoral). Esta
proposta conjunta ira promover a producgdo cientifica do programa de pds-graduacdo em Matinhos
auxiliando na abertura futura da modalidade doutorado.

O projeto permitira a formagé@o de recursos humanos com capacidade de realizar andlises
moleculares de biodiversidade de Ultima geracdo empregando técnicas de sequenciamento de DNA
em larga escala, espectrometria de massas e analises de bioinformatica. Este projeto também
permitira a consolidacdo de um laboratério de referéncia de estudos moleculares em biodiversidade
em uma regido circundada por extrema biodiversidade (Setor Litoral UFPR — Matinhos) e carente de
recursos humanos especializado em pesquisa de ponta.

10. AUTORIZAGAO AMBIENTAL

Serve para informar o tipo e especificacdes, validade, e em nome de quem esta a autorizagdo ambiental efou protocolo de
solicitagdo da sua proposta. A Fundag&o Araucéria e a Fundag&o Grupo Boticario se reservam ao direito de considerar a proposta
inelegivel caso ndo sejam apresentadas, quando cabiveis, as autorizagdes ambientais pertinentes, ou os protocolos de suas
solicitagdes junto aos 6rgaos competentes.

11. PLANO DE INFORMAGAO/ DIVULGAGAO

Os resultados da pesquisa sdo reportados em eventos e congressos e publicagdes em revistas cientificas internacionais de alto
impacto. Além disso, as informagdes obtidas na pesquisa serdo comunicadas para estudantes de graduagdo e ensino médio em
feiras de ciéncias e exposicdes regularmente organizadas pela equipe envolvida no projeto atraves do programa de divulgagéo
cientifica da UFPR, labmovel http://www.labmovel.ufpr.br/
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Né&o se aplica

13. HISTORICOS E INTERFACES DO PROJETO COM OUTRAS INICIATIVAS

_ Esta proposta ira iniciar uma acdo de catalogagéo da biodiversidade microbiana na regido do
litoral do Parana. Inicialmente o ecossistema manguezal sera objeto de estudo. Em acbes futuras
outros ecossistemas do bioma Mata Atlantica serdo estudados.

14. PLANO DE TRABALHO

Descrever o(s) objetivo(s) especifico(s), a(s) meta(s) e elementos que compdem o projeto (conforme tabela abaixo), contemplando a
descrigdo, unidade de medida e quantidade, além das etapas/fases, agbes em que se pode dividir a execucdo de uma meta,
indicando o periodo de realizagdo e valor previsto para a mesma. N&o existe limitagdo para a quantidade de metas, no entanto,
cada meta deve conter pelo menos uma etapa/fase.

META n®1

Isolar DNA total do Mangue de dois pontos da Baia de Guaratuba e
sequenciar o gene 16S utilizando a plataforma Ilumina. (Serdo

Objetivo especifico incluidas areas preservadas e com contaminacdo de esgoto
doméstico para comparacao)
Descrigdo da meta Identificar areas impactadas e ndo impactadas no rio Boguagu

Unidade de medida/ indicadores

Andlise de coliformes e E. coll | Quantidade |4

Etapa/Fase n°

1 Descricdo da Etapa/Fase | Andlise da qualidade da agua ao longo de pelos

menos 4 pontos do Rio

Periodo de realizagao

Inicio: 01/03/2018 / Término: 01/07 /2018 ‘ValorPrevisto ‘R$1.000,00

META n®:2

Isolar DNA total do Mangue de dois pontos da Baia de Guaratuba e
sequenciar o gene 16S utilizando a plataforma Ilumina. (Serdo

Objetivo especifico incluidas areas preservadas e com contaminacdo de esgoto
domeéstico para comparacao)
Descrigdo da meta Isolar o DNA total e seqtienciar gene 16S
Unidade de medida/ indicadores | DNA extraido de pontos amostraise | Quantidade 6
sequenciado
Etapa/Fase n° 1 Descrigéo da Etapa/Fase | O DNA total sera extraido e sequenciado

Periodo de realizagao

Inicio: 01/07/2018 / Término: 01/07 /2019 ‘ValorPrevisto ‘R$25.000,00

META n°3

Caracterizar a composi¢cdo fisico-quimica de cada amostra como

Objetivo especifico granulometria, pH, salinidade, conteiddo de matéria organica, teor de
micro elementos
Descrigéo da meta Andlise fisico quimica de solo

Unidade de medida/ indicadores

Determinar composig&o do solo \ Quantidade \ 6

Etapa/Fase n°

1 Descrigéo da Etapa/Fase | Serdo determinadas a composigdes fisica e quimica

do solo de mangue em 6 pontos amostrais

Periodo de realizagao

Inicio: 01/03/2018 / Término: 01/07 /2018 ‘ValorPrevisto ‘R$2.000,00

META n®4

Objetivo especifico

Identificar as espécies de microorganismos presentes em cada local
amostrado através de andlises de bioinformatica no programa QUIIME
e realizar analises multivariadas a fim de identificar correlagbes entre
parametros fisico-quimicos do mangue e espécies presentes.
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Descrigéo da meta Andlises de biodiversidade
Unidade de medida/ indicadores | Determinago da biodiversidade Quantidade 6
microbiana nas amostras
Etapa/Fase n° 1 Descricdo da Etapa/Fase | Serdo determinadas a composigdo da comunidade

microbiana em cada amostra e comparada com a
composico fisico — quimica do substrato através de
analises multivariadas

Periodo de realizagao

Inicio: 01/03/2019 / Término: 01/12/2019 | Valor Previsto |R$ 5.000,00

META n®5

Isolar bactérias aerobicas heterotroficas de cada ambiente através de
diluicdes seriadas em meio rico e classificar filogeneticamente os

Objetivo especifico isolados através da obtencdo de dados de espectrometria de massas
de célula intacta e clusterizacao de dados
Descrigéo da meta Andlises de biodiversidade de organismos cultivaveis
Unidade de medida/ indicadores | Determinagéo da biodiversidade Quantidade 6
microbiana nas amostras de
organismos cultivaveis
Etapa/Fase n° 1 Descricdo da Etapa/Fase | Bactérias heterotréficas serdo isoladas e
clusterizadas por parentesco filogenético através de
espectrometria de massas

Periodo de realizagao

Inicio: 01/03/2019 / Término: 31/01/2020 | Valor Previsto ‘R$15.000,00

META n°6

Sequenciar o gene 16S dos isolados mais distantes filogeneticamente

Objetivo especifico e classificar os organismos com base em bancos de dados publicos
Descrigéo da meta Identificac&o de isolados
Unidade de medida/ indicadores | Determinacao da taxonémica de Quantidade 20
bactérias cultivadas
Etapa/Fase n° 1 Descrigéo da Etapa/Fase | Pelos menos 20 isolados serdo identificados
taxonomicamente através de andlise de
sequienciamento de gene 16S

Periodo de realizagao

Inicio: 01/03/2018 / Término: 31/01/2020 | Valor Previsto ‘R$15.000,00

META n®7

Objetivo especifico

Sequenciar o gene 16S dos isolados mais distantes filogeneticamente
e classificar os organismos com base em bancos de dados publicos

Descrigdo da meta

Determinar potencial de aplicagao biotecnoldgica dos isolados

Unidade de medida/ indicadores | Testes de atividades de producdo de | Quantidade 5

compostos de interesse biotecnoldgico

Etapa/Fase n°

1 Descrigéo da Etapa/Fase | Os isolados mais distintos filogeneticamente serdo
avaliados quanto a produg&o de antibitticos e
enzimas de interesse comercial

Periodo de realizagao

Inicio: 01/03/2018 / Término: 31/01/2020 \ValorPrevisto \R$15.000,00

METAn°8

Objetivo especifico

Sequenciar e anotar o genoma de pelo menos dois isolados com
maior potencial de aplicacao biotecnoldgica

Descrigdo da meta

Sequenciamento gendmico
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Unidade de medida/ indicadores | Determinar e anotar a seqiiénciade | Quantidade 2
genomas

Etapa/Fase n° 1 Descrigéo da Etapa/Fase | O genoma de dois isolados serdo seqiienciados e
anotados

Periodo de realizagdo | Inicio: 01/03/2018 / Término: 31/01/2020 | Valor Previsto ‘R$15.000,00

15. INFRAESTRUTURA DISPONIVEL

Esta proposta prevé uma colaboragcdo extensiva com e ja bem consolidada entre o Setor
Litoral da UFPR e o Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR. As andlises
moleculares de sequenciamento de DNA através do método de Sanger e de Ultima geracéo bem
como a aquisicdo de dados de espectrometria de massas serdo realizadas no laboratdrio em
Curitiba. As coletas de material e processamento das amostras serdo realizadas nas instalacdes
do UFPR Litoral em matinhos. Os equipamentos ja disponiveis para realizar o projeto estao
listados abaixo. Também dispomos de grande parte do material de consumo e reagentes que
serdo necessarios para execucdo do projeto. As fases iniciais deste projeto ja estdo em
andamento e sendo financiados por outras fontes de recurso.

Equipamentos disponiveis no laboratério de Fixacdo de Nitrogénio do departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Parana, Curitiba:

Sequenciador automatico de DNA ABI 3500
Sequenciador de DNA alta capacidade lllumina Miseq
Bioanalyzer

Nanodrop

Computador de alta capacidade servidor Sun
Espectrometro de massas MALDI-TOF

Equipamentos disponiveis no laboratério do Setor Litoral — Matinhos Universidade Federal do
Parana:

Capela de fluxo laminar

Destilador de agua

Maguina de gelo

Centrifuga de bancada

Termociclador

Espectrofotdmetro

Sistemas Eletroforese de DNA
Balanga analitica digital

pHmetro e agitador magnético
Micropipetas para 0,5 - 10ul, 5-40 pl, 40-200ul, 200 - 1000l
Agitador tipo Vortex

Microcentrifuga (12.000 a 15.000 rpm)
Geladeira

Freezer -20°C

16. ORCAMENTO DETALHADO
Contendo a especificagdo detalhada, a justificativa dos itens financiaveis solicitados, a quantidade e o valor de cada item.

Rubrica Quantidade Valor unitario R$ Total R$

Capital, 1 38.000,00 38.000,00
Incubadora tipo shaker.
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A incubadora do tipo shaker ser4 necessaria
para cultivo de microorganismos isolados em
meio liquido sob condi¢cdes aerdbicas. O
equipamento serd importando e o valor
apresentado ja engloba as despesas com
importacao

Capital, 1 5.000,00 5.000,00
Computador de alo desempenho.

O computador de alta capacidade sera
necessario para as andlises de bioinformética
de biodiversidade, montagem e anotacfes de
genomas.

Custeio, 6 230,00 920,00
Diarias.

As didrias serdo  necessarias  para
deslocamento e reunifes entre as equipes de
Curitiba e Matinhos e realizac&o de coletas.

Custeio 4 1.000,00 (prego 4.000,00

Kits de extracdo e purificagdo de DNA meédio)

Reagentes quimicos diversos, sais, solventes, etc 14 1.000,00 (prego | 14.000,00
médio)

Kits para seqlienciamento de DNA 5 4.000,00 (prego | 20.000,00
médio)

Enzimas de restricdo e modificagdo de DNA 18 500,00 (prego médio) |9.000,00

Oligonucleotideos e DNA sintético 10 1.000,)00 (prego | 10.000,00
médio
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18 .TERMO DE COMPROMISSO
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Declaro expressamente conhecer e concordar, para todos 0s
efeitos legais, com as normas para concessao de auxilio pela
FUNDACAO ARAUCARIA.

Declaro que a presente proposta esta desacordo com 0s
objetivos cientificos e tecnolégicos desta Instituiggo.

Coordenador da proposta
Nome e assinatura

Responsavel pela instituicao ou representante
Nome, assinatura e carimbo

de de 2017.
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