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2 QUALIFICAGAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER ABORDADO

O papel do manejo na inter-relacao entre producao, ambiente e seguranga alimentar
sao temas de discussao recorrente na produgao de animais aquaticos (Northen, 2001). Isto
porque, quando se pensa ha aquicultura, a questao ambiental (justificadamente ou nao) tem
sido historicamente explorada pelos seus detratores como uma atividade que representa
elevados riscos tanto ao meio ambiente quanto aos consumidores (Ostrensky et al., 2008).

Residuos excretados pelos organismos aquaticos, contrariamente ao observado em
animais terrestres, sio de dificil coleta, dissolvendo-se, diluindo-se, permanecendo em
suspensao na agua de cultivo ou depositando-se no fundo nas areas de cultivo. A presenca
destes residuos contribui para o aumento de matéria organica no ambiente, o que pode causar
alteragdes na macro e na microbiota locais (Zhou et al, 2009; Ottinger et al., 2016), redugao
da qualidade da agua (Widdows e Brinsley, 2002; Gaspar et al., 201 1) e, consequentemente, do
desempenho zootécnico e até mesmo da qualidade mercadolégica dos animais cultivados
(Alves, 2006). Além disso, outros danos ambientais podem decorrer de um manejo incorreto,
como, por exemplo, a disseminagao de doengas ou a introdugao de espécies exdticas invasoras
(Grigorakis, 2011).

A denominacao de alimento seguro depende nao sé de como o organismo aquatico é
cultivado, mas sim, de como toda a cadeia de producao e de distribuicao é operada (Al-Busaidi
et al, 2016). No caso das ostras, isso inclui também as etapas de depuragao (se realizada), o
transporte, o processamento, o armazenamento e a distribuicido do produto (Mizan et al,



2015; Zanin et al., 2015). Por isso, a adogao de medidas que visem a manutengao da qualidade
do alimento até que esse chegue a mesa do consumidor final sao indispensaveis.

O consumo de ostras tem aumentado consideravelmente em todo o mundo nas
Ultimas duas décadas (Serment-Moreno et al, 2015) e, paralelamente, o nimero de surtos
associados ao consumo deste molusco vem aumentado proporcionalmente, sendo a maioria
dos casos relatados nos Estados Unidos, Europa, Asia e Australia (Laing, 2013). O virus da
hepatite A e os calicivirus sdo os principais agentes etiolégicos associados aos surtos
envolvendo ostras, seguido das bactérias do género Vibrio (V. parahemolyticus, V. cholerae, V.
vulnificus, V. mimicus, V. hollisae), além de Salmonella sp., Shigella (S. flexneri, S. sonnei), Plesiomonas
shigelloides e Listeria monocytogenes (Potasman, 2002; Fang et al, 2015). Moluscos bivalves
também podem transmitir doengas causadas por protozoarios, sendo os principais
Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis e Toxoplasma gondii (Robertson, 2007).

Além dos virus, bactérias e protozoarios, as ostras podem veicular biotoxinas (Turner
et al., 2012; Turner et al, 2013; Xie et al, 2013). As biotoxinas sio formadas por algumas
espécies de microalgas nocivas e podem causar varios tipos de intoxicagoes, entre elas: toxinas
paralisantes (PSP), toxinas amnésicas (ASP), neurotoxinas (NSP), toxinas diarréicas (DSP),
entre outras (Brasil, 2012).

As ostras se alimentam de plancton pelo processo de filtragao da agua. Na presenga de
micro-organismos patogénicos ou microalgas nocivas na dagua, estes sao retidos e
concentrados no trato gastrintestinal dos moluscos. Caso o processamento e preparo das
ostras nao seja eficiente na remogao (depuragao) ou destruicdo (cozimento) destes micro-
organismos ou toxinas, o consumo de ostras pode representar um perigo a saude publica
(Robertson, 2007). Para potencializar esse problema, na maioria das vezes, as ostras cultivadas
e comercilizadas no Brasil sao consumidas cruas.

Alguns patégenos associados a esses moluscos podem estar naturalmente presentes
nas aguas de cultivo, como V. parahemolyticus, V. vulnificus e V. cholerae (ndo-Ol e nao-O139).
Outros patogenos sao geralmente associados a presenga de contaminagio fecal nas aguas, tais
como V. cholerae Ol e O139, Salmonella sp, E. coli, Shigella sp, Campylobacter jejum, Yersinia
enterocolitica além do virus da hepatite A e Norovirus (Fda, 2011).

A maioria das doencas alimentares relacionadas ao consumo de ostras ¢ de curta
duragio e autolimitada, no entanto, em alguns casos, pode ser fatal, principalmente quando se
trata do virus da hepatite A e V. wulnificus infectando pessoas imunodeprimidas (Potasman,
2002). Salmonella, uma bactéria Gram-negativa, € uma das principais causas de infec¢oes de
origem alimentar em todo o mundo. No sudeste da Asia e da América, Salmonella é uma causa
comum de doengas gastrointestinais e é responsavel por cerca de |,4 milhdes de casos de
infecgbes que consutmam levar a morte a cada ano (Brands et al., 2005; Ponce et al., 2008)

Importante ressaltar que as bactérias sobre as quais a legislagao brasileira (Resolugao
RDC 12, de janeiro de 2001) estabelece limites maximos de contaminagao quase sempre nao
alteram a aparéncia fisica do pescado. A razido de suas limitagdes esta relacionada ao fato de
serem organismos patogénicos ao homem e nao deterioradoras do produto.

Neste projeto, entretanto, sera utilizada uma nova metodologia de analise de micro-
organismos presentes nas ostras (um método molecular de dltima geragao), que permitira a
pesquisa e quantificagdo nao so das bactérias exigidas por lei, mas também de outros micro-
organismos patogénicos para as ostras e/ou para os consumidores. Desta forma, sera possivel



completo mapeamento dos micro-organismos presentes nas ostras produzidas em diferentes
estados e regides brasileiras, a partir da analise direta das amostras, ou seja, sem a necessidade
da utilizagdo de meios de cultivo ou de provas bioquimicas, resultando em uma maior agilidade
e acuracia do processo.

O método molecular permite uma detecgao rapida e seletiva de micro-organismos em
diferentes matrizes, por detectar fragmentos especificos de genes. O principal ponto positivo
para justificar a deteccao de micro-organismos em alimentos usando técnicas moleculares é a
sua alta sensibilidade e especificidade. A sensibilidade depende, nao somente das condigoes de
reagao, mas principalmente da composicio da amostra e do método de extragao do DNA
(Sheu, 1998).

O avango biotecnolégico tem permitido o desenvolvimento de novas técnicas com a
finalidade de diminuir o tempo de detecgao, aumentar a sensibilidade e a especificidade de
detecgao, além de avaliar com mais acuracia a eficiéncia dos métodos de depuragao de
patogenos. Sendo assim, os métodos tradicionais tém sido gradativamente substituidos por kits
enzimaticos de deteccao rapida e ainda pelas técnicas moleculares baseadas na detecgao do
DNA bacteriano a partir de plataformas especificas em reagées de hibridizagao molecular,
precedidas pela amplificagao génica (Correa, 2006).

A proposta do presente projeto é monitorar a qualidade microbiologica das ostras
cultivadas no litoral paranaense e nordestino e fazer um amplo levantamento da qualidade
microbiolégica das ostras comercializadas em todas as microrregides do estado do Parang,
sejam elas originadas de cultivos realizados no préprio estado ou provenientes de outros
estados.

Mas, além disso, uma parceria entre o Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos
Ambientais e o SEBRAE/AL vai possibilitar que os resultados obtidos no presente projeto
cheguem, na forma de informagoes de facil compreensao, ao elo inicial da cadeia de produgao
e de distribuigao de ostras cultivadas: os produtores. A proposta € que o produto final deste
projeto seja utilizado em um manual de boas praticas produtivas e profilaticas, que o Sebrae vai
utilizar nas suas atividades junto ao setor produtivo. Espera-se, com isso, que o projeto
contribua para a melhoria da qualidade higiénico-sanitaria das ostras cultivadas no pais.

3 OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADOS

3.1.1 Geral

Identificar e avaliar a microbiota associada a ostras produzidas e comercializadas no
estado do Parana e na regiao Nordeste do Brasil.

3.1.2  Especificos

e Identificar os principais locais de comercializagao de ostras cultivadas nos estados do
Parana, Sergipe, Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte;

e Identificar as principais formas de apresentagao das ostras comercializadas na area de
estudo;



e Identificar e quantificar a microbiota existente nas ostras analisadas;

e Avaliar os efeitos da origem, do local de coleta e da forma de apresentagao das ostras
analisadas sobre a microbiota identificada e quantificada nesses animais;

e Identificar as bactérias potencialmente patogénicas a salide do consumidor e estimar se
existem riscos aos consumidores dessas ostras.

3.2 Metas

e Realizar quatro campanhas amostrais em cinco estados do territério brasileiro ao
longo de |2 meses para avaliagdo da microbiota presente em ostras produzidas e
comercializadas nesses estados.

e Realizar a0 menos uma campanha amostral em cada um dos principais centros de
comercializagio de ostras em |0 microrregides geograficas (Noroeste, Centro
Ocidental, Norte Central, Norte Pioneiro, Centro Oriental, Oeste, Sudoeste, Centro
Sul, Sudeste, Metropolitana de Curitiba) do estado do Parana.

e Analisar amostras de ostras de pelo menos uma area de cultivo por estado da regidao
Nordeste.

e Publicar, em parceria com o SEBRAE-AL, um manual técnico, de facil leitura e
compreensao, para orientar os produtores de ostras a produzir produtos de maior
qualidade.

3.3 Indicadores de acompanhamento

Estudar durante a microbiota de ostras Registro dos resultados do
I produzidas e comercializadas em 5 sequenciamento genético da
estados do territorio brasileiro microbiota das ostras

Pesquisar pontos de comercializagao de

ostras em |0 regides geograficas

(Noroeste, Centro Ocidental, Norte Registro em planilha dos mercados e
2 Central, Norte Pioneiro, Centro Oriental, peixarias que comercializam ostras em

Oeste, Sudoeste, Centro Sul, Sudeste, todo estado

Metropolitana de Curitiba) do estado do

Parana

Avaliacdo dos resultados encontrados
para a microbiota de ostras
comercializadas no Parana; publicagoes
cientificas

Analisar amostras de ostras de pelo
3 menos um ponto de comercializagao por
microrregiao do estado do Parani

Avaliacao dos resultados encontrados
para a microbiota de ostras
produzidas no Nordeste; publicagoes
técnicas e cientificas

Analisar amostras de ostras de pelo
4 menos uma area de cultivo por estado da
regiao Nordeste




4 METODOLOGIA A SER EMPREGADA

4.1 Area de estudo

Os estudos serao realizados no estado do Parana, localizado na regiao Sul do pais e
nos estados de Sergipe, Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte, localizados na regiao
Nordeste.

4.1.] Estado do Parana

As ostras (in natura e industrializadas) utilizadas nas analises microbiologicas serao
provenientes de mercados municipais e peixarias, localizados em diferentes cidades do estado
do Parana.

Para a definicao das areas a serem analisadas no estado, sera adotada a classificacdo de
regides segundo IPARDES (2012). Portanto, o estado do Parana sera dividido em dez regides
geograficas: Noroeste, Centro Ocidental, Norte Central, Norte Pioneiro, Centro Oriental,
Oeste, Sudoeste, Centro Sul, Sudeste, Metropolitana de Curitiba.

Serao primeiramente realizados contatos telefonicos para identificagao dos pontos de
venda. Depois, cada uma dessas regioes sera visitada de carro e as ostras serao adquiridas nos
estabelecimentos previamente identificados.

4.1.2 Regiao Nordeste

Serao utilizados 7 cultivos de ostras como pontos amostrais, distribuidos entre os
estados de Sergipe (n=2), Alagoas (n=2), Paraiba (n=I) e Rio Grande do Norte (n=2),
conforme identificado na Tabela |.

Tabela I. Coordenadas geograficas dos pontos de coleta de ostras nos estados de Alagoas, Paraiba, Sergipe e
Rio Grande do Norte*.

Estado Ponto\ Local Coordenadas
Sergipe | Povoado Pontal (Indiaroba) S 11°29'03.5" O 37°24'56,6"
2  Rio Parapuca (Brejo Grande) S 10°31'57,3" O 36°29'22,4"
Alagoas | Barra de Sio Miguel $9°50'10.0" O 35°57'20,8"
2  Passo de Camaragibe S91°8'44,2" O 35°25'16,1"
Paraiba | Estuario Mamanguape (Marcagdo)S 6°47'5,9" O 34°59'44,8"
Rio Grande do Norte | Tibau do Sul - Umari S06°12'30,1" O 35°08'00,3"
2 Macau S 5°08'33,6" O 36°3821,9"

4.2 Amostragem

42.1 Parana

Cada amostra de ostra sera composta por no minimo |2 unidades (in natura) ou 200
gramas (industrializadas). As amostras serdao armazenadas e mantidas em caixas isotérmicas,
sob refrigeracdo (5 a 10°C) até o momento das andlises. O intervalo de tempo entre a compra
das ostras e o inicio das anadlises nao devera exceder 48 horas, conforme preconiza o Codex
Alimentarius (1978) e o PNCMB (2013).



As caixas com as amostras serao enviadas por via aérea e/ou rodovidria até o
Laboratério de Histologia e Microbiologia (LHM), pertencente ao GIA, localizado na
Universidade Federal do Parana, em Curitiba, Parana.

4.2.2 Regiao Nordeste

Um técnico ira se deslocar, por via aérea, de Curitiba até Aracaju-SE, de onde partira
para visitar cada um dos sete pontos de coleta, totalizando 7 dias ininterruptos de atividades
por campanha amostral.

As amostras coletadas serao enviadas por via aérea imediatamente apos a coleta, para
que o tempo total entre a coleta a campo e a chegada ao laboratorio em Curitiba-PR, nao seja
nunca superior a 48 horas.

Os materiais e equipamentos para registro de dados e aquisicio de amostras
biologicas, incluirao:

e Disco de Secchi

e GPS

e Kits de transporte contendo, cada um: | caixa de isopor; | saco plastico transparente
de 60 L; | lacre numerado; | datalogger programado para aferir a temperatura desde a
coleta das ostras até a chegada ao laboratério, em Curitiba-PR; gelo gel; e, papelao
para evitar o contato direto das ostras com o gelo gel, o que poderia provocar a
mortalidade destes moluscos bivalves.

e Oximetro

e pHmetro

e Planilhas para as anotagoes e registros

e Questionario de pesquisa para coleta de dados de campo

e Refratémetro

As caixas com as amostras serdo enviadas por via aérea até o Laboratério de
Histologia e Microbiologia (LHM).

4.3 Mensuracio de variaveis abioticas

Durante os procedimentos de coleta, serio realizadas mensuragoes de variaveis
abidticas para a caracterizagao dos pontos amostrais e das condigdes ambientais no momento
da retirada das ostras da agua. Para este procedimento, seriao utilizados os equipamentos
relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis que serao analisadas nos pontos de coleta de ostras nos estados de Sergipe (SE), Alagoas
(AL), Paraiba (PB) e Rio Grande do Norte (RN).

Variavel analisada Unidade Equipamento
C(I:.once[ltrag:ao de oxigénio mg/L Oximetro
issolvido
pH - Medidor de pH portatil
Salinidade - Salinémetro/Refratdmetro
Saturacdo de oxigénio dissolvido % Oximetro
Temperatura °C Oximetro

Transparéncia cm Disco de Secchi




Todas as varidaveis mensuradas, bem como, as condicdes ambientais observadas no
momento da coleta de amostras serao registradas em uma ficha de coleta e, posteriormente,
compiladas em uma planilha digital.

Ao chegar ao laboratoério, as ostras passarao pelo processo de abertura e retirada da
carne e liquido intervalvar. Em seguida, serdo colocadas em sacos plasticos estéreis e
maceradas para obtencao de uma amostra homogénea. Uma aliquota (200 pL) da amostra sera
retirada e inserida em frascos eppendorf.

Para a extragio do DNA total das ostras sera utilizado o kit Invitrogen (Purelink®
Genomic DNA). O DNA total extraido das amostras sera quantificado com o kit Qubit ds
DNA High-Sensitivity (HS) Assay por fluorometria no equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer
Invitrogen.

As andlises genéticas serao realizadas de acordo com a metodologia proposta por
Caporaso et al. 201 I.

O gene RNAr 16S sera amplificado em cada amostra a partir de uma PCR, em um
sistema de 10 pL, contendo 5pL de DNA (20 ng/L), | pL de primer universal (515 F/806r), |
pL do primer “adaptador” e 5 pL da enzima Klentag DV Readymix. Os niveis de expressio
génica do gene |6S serao analisados em um termociclador (Veriti 96 well Applied Biosystems),
com as reagoes realizadas a 94°C por 3 minutos para a desnaturagao inicial do DNA, seguido
do processo de amplificagao de 25 ciclos a 94°C por 45 segundos para a desnaturagao final;
50°C durante 30 segundos para o anelamento; 68°C durante | minuto para a extensao inicial e
[0 minutos a 72°C para a extensao final. Mantendo apos isso, as amostras entre 0 e 4°C.

Para a confirmagao da amplificagao, as amostras serao testadas em gel de agarose (1%)
em tampao Tris/Borato/EDTA X (Tris-HCI 0,09M; acido boérico 0,09M e EDTA 0,002M). No
gel, serdo aplicados 3 pL da mistura feita com 2 pL de amostra e 2 pL de corante (Bluejuice
Gel Loading Buffer 10X). Apds esta etapa, sera realizada a corrida eletroforética das amostras
no gel (uma hora) em voltagem constante de 70 Volts na presenga de tampao TBE IX.
Juntamente com as amostras, sera aplicado no gel, 3uL de marcador de peso molecular 1Kb. O
gel sera corado com brometo de etidio (1%) (15 minutos), lavado em agua (10 minutos) e
visualizado em uma camara UVP 3UV Transilluminator Imaging System.

O sequenciamento das amostras sera realizado na plataforma lllumina MiSeq de nova
geracao capaz de gerar informagoes sobre milhares de pares de bases em uma unica corrida.
O kit utilizado para o sequenciamento das amostras sera o MiSeq Reagent Kit v2 (500cycle),
pair end.

A partir do programa Qiime (Quantitative Insights Into Microbial Ecology), sera feito o
processamento de sequéncias para analise de agrupamentos e estabelecimento de unidades
taxonomicas operacionais e comparagdo com bancos de dados genomicos para
estabelecimento de linhagens bacterianas presentes.



5 PRINCIPAIS CONTRIBUICOES CIENTIFICAS OU TECNOLOGICAS DA

e Uma tese de doutorado (Curso de Pés-Graduagao em Zoologia - UFPR);

e Pelo menos 3 trabalhos publicados em revistas com Qualis entre Al e B2;

e Apresentacao de pelo menos 2 trabalhos em eventos cientificos.

PROPOSTA
5.1.1 Contribui¢oes Cientificas:

e Dois trabalhos de iniciacao cientifica;
5.1.2 Contribuigao tecnoldgica

e Publicagao de pelo menos dois artigos em revista de divulgagao cientifica.

e Identificacdo e quantificagdo de micro-organismos potencialmente patogénicos em

ostras produzidas e comercializadas em duas regioes do Brasil.

o Produgio de um banco de dados contendo a microbiota existentes em ostras de

diferentes origens e formas de armazenamento e comercializagao.

6 ORCAMENTO

Descricdao do item

I. Custeio

Valor
unitario

Quant.

Unid.

Valor total

a. Material de consumo, componentes ou pecas de reposicao de
equipamentos, softwares, instalacdao, recuperacao ou manutencao de

equipamentos
!Vlaterlal de expediente (cartuchos para R$ 2.000,00 | unidade | R$ 2.000,00
impressora, papel, canetas permanentes)
Material de consumo para adaptagao da
|nfr.aestrutura laboratorial '(tlntas:, tijolos, R$ 8.000,00 i Total R$ 8.000,00
areia, pedras, ferros, madeiras, lampadas,
etc)
Material descartavel para laboratério
(luvas, ponteiras, tubos eppendorf, sacos | R$ 2.000,00 - Total R$ 2.000,00
plasticos estéreis, etc.)
Reagentes e kits  para andlises|pq 1 00000] | |Conjunto| RS 11.000,00

laboratoriais

b. Servicos de terceiros PF ou PJ (pagamento integral ou parcial de
contratos de manutencao e servicos de terceiros, pessoa fisica ou juridica,

de carater eventual)

Pessoa Juridica
Manutengao de equipamentos R$ 18.000,00 | unidade | R$ 18.000,00
c. Passagens e diarias (despesas com deslocamento)
Passagens aéreas R$ 1.480,00 7 unidade | R$ 10.360,00
Diarias R$ 320,00 50 unidade | R$ 16.000,00
Combustivel R$ 3,72 2600 litros R$ 9.672,00




Total Custeio R$ 77.032,00

Agitador de tubo Vortex R$ 800,00 | unidade R$ 800,00
Capela de fluxo laminar R$ 17.000,00 | unidade | R$ 17.000,00
Fechadura Biométrica / Senha / Cartao R$ 2.800,00 3 unidade | R$ 8.400,00
Homogeneizador de amostras liquidas R$ 650,00 I unidade R$ 650,00
Homogeneizador de amostras sélidas R$ 5.100,00 I unidade | R$ 5.100,00
oo dpo BOD. Miropreces ns oo [ 1| e | R8 400000
Microcomputador R$ 3.500,00 2 unidade R$ 7.000,00
Total Capital R$ 42.950,00
Total solicitado ao CNPq R$ 119.982,00 ‘

6.1 Justificativas para a aquisicdo de bens e servicos de custeio.

Material de expediente (cartuchos para impressora, papel, canetas
permanentes): Material de uso rotineiro em projetos de pesquisa.

Material de consumo para adaptacdo da infraestrutura laboratorial: (tintas,
tijolos, areia, pedras, ferros, madeiras, lampadas, etc): A proposta € montar uma sala para
realizacdo de analises genéticas em espaco ja existente no interior do Laboratério de Pesquisa
com Organismos Aquaticos. O material solicitado sera empregado nessa adaptagio da
infraestrutura laboratorial.

Material descartavel de uso em laboratério (luvas, ponteiras, tubos eppendorf,
sacos plasticos estéreis, etc.): Material de uso rotineiro em projeto de pesquisa envolvendo
analises laboratoriais em geral e, neste caso, analises genéticas.

Reagentes e kits para andlises laboratoriais: Kits e reagentes e materiais
utilizados no pré-processamento de amostras e nas analises genéticas.

Manutencdo de equipamentos e veiculos: laboratérios de pesquisa geralmente
sofrem com a falta de recursos para manutengiao de equipamentos ja existentes. O recurso
solicitado sera utilizado para garantir a manutengao e o funcionamento de equipamentos e
veiculos que nao estio obrigatoriamente sendo solicitados aqui, mas que serao utilizados no
projeto.

Passagens aéreas, didrias e combustiveis: O projeto prevé a realizagio de 4
campanhas amostrais na regiao Nordeste, uma grande campanha amostral por todo o estado
do Parana e o monitoramento regular de ostras cultivadas no litoral paranaense. Essas rubricas
sdo, portanto, fundamentais para viabilizagdo das coletas para obtengao do material bioldgico a
ser analisado.




6.2 Justificativas para a aquisicao de dos bens de capital

Agitador de tubo Vértex: equipamento de uso laboratorial, necessario para a
execucao das analises genéticas.

Capela de Fluxo Laminar: sera utilizada como area de trabalho estéril para a
manipulagdo de materiais bioldgicos ou que nao possam sofrer contaminacdo do meio
ambiente, garantindo a seguranga da manipulagao.

Fechadura biométrica: sera utilizada para elevar a seguranga e controlar o acesso aos
equipamentos utilizados nas analises genéticas, que possuem alto custo de aquisicio e
manutengao e que sao essenciais para a execugao deste projeto.

Homogeneizador de amostras liquidas: equipamento de uso laboratorial, necessario
para a execugao das andlises genéticas.

Homogeneizador de amostras sélidas: equipamento de uso laboratorial, necessario
para a execugao das andlises genéticas.

Incubadora tipo BOD Microprocessada com iluminacdo interna para
fotoperiodo: equipamento de uso laboratorial que sera utilizado para manutengio de
amostras.

Microcomputador: Devera ser utilizado durante os trabalhos de andlise e
interpretagao de resultados.

7 CRONOGRAMA FisSICO

O projeto tera duragio estimada de 36 meses, a contar da data de liberagio da
primeira parcela prevista no projeto. No entanto, para que seja possivel a realizagao das
atividades previstas, a Gltima liberagio de recursos tera que ocorrer até o 18° més de
realizacao do projeto, conforme os cronogramas abaixo:

Ano
2016 2017 2018

Atividade -
Bimestre

34|2\345\6| 2\3\4 5 6 |

Identificaggo dos pontos de
comercializagao de ostras
cultivadas

Campanhas amostrais

Identificagdo das formas de
apresentagao das ostras
comercializadas

Identificagdo e quantificagdo de
bactérias patogénicas em ostras

Andlise e interpretagio de
resultados

Elaboracao de textos e publicagao
dos resultados

Elaboragio de relatério final




8 IDENTIFICACAO DOS DEMAIS PARTICIPANTES DO PROJETO

Carga

Formacao Instituicao Funcao no projeto Horaria
semanal

Dr. Antonio Oceandlogo UFPR (;oor:denac;ao ' técnico- 8
Ostrensky cientifica do projeto
Eig' Marcio Roberto Bidlogo UFPR Andlise de dados 2
Dra. Debora Bisloga GIA/UEPR An,a!lses laboratoriais e 6
Pestana analise de dados
Dra. Gisela Médi
Geraldine Castilho N '|c,a. UFPR Coleta e analise de dados 6
Veterinaria
Westphal
MSc. Aline ., Coleta, analises
Horodesky Biologa UFPR laboratoriais e de dados 20
MSc. —  Marcus| o ecnista GIA/UFPR | Coletas 6
Vinicius Fier Girotto
A definir A definir A definir Bolsista Apoio Técnico 16
A definir A definir A definir Bolsista Iniciacao Cientifica 12

8.1 Plano de Atividades do bolsista Apoio Técnico

Estio sendo solicitadas duas bolsas vinculadas ao presente projeto, uma de Iniciagao
Cientifica e outro de Apoio Técnico (Nivel Superior). As atividades a serem desenvolvidas por
ambos os bolsistas estio sintetizadas na tabela abaixo.

Cronograma de

Atividade execucao
(meses)

Pesquisa de material bibliografico I-36
Coletas [-23
Preenchimento das planilhas com os dados obtidos em campo e 123
laboratério
Recebimento, preparagao de amostras 1-23
Biometrias e analises morfoldgicas de ostras 1-23
Sequenciamento genético 8-30
Anilises e interpretacao de resultados 9-35
Relatorios Semestrais

A proposta é que ambos se envolvam basicamente com todas as etapas previstas no
projeto, guardando, obviamente, as especificidades das condigdes individuais (um aluno ja
graduado e outro ainda em nivel de graduacao).

As tarefas serao supervisionadas tanto pelo coordenador geral da presente proposta
(Antonio Ostrensky) como pela pesquisadora responsavel pelo Laboratorio de Histologia e
Microbiologia (Dra. Gisela Geraldine Castilho Westphal).



9 GRAU DE INTERESSE E COMPROMETIMENTO DE EMPRESAS COM O
ESCOPO DA PROPOSTA, QUANDO FOR O CASO

Atualmente ha um grande interesse por parte de empresas privadas nos resultados de
estudos como os que estio aqui sendo propostos. Mas, como se esta apenas no inicio do
desenvolvimento dessa tecnologia, numa fase ainda preponderantemente cientifica, nao ha um
interesse da equipe executora do presente projeto em buscar parcerias junto a iniciativa
privada neste momento. No entanto, apds essa primeira fase, a proposta é se buscar tais
parcerias para que as tecnologias de analise microbioldgica possam ser aplicadas em escala
comercial.

Nesta atual fase da pesquisa, por outro lado, foi estabelecida uma parceria com o
Sebrae/AL, instituicao com a qual o GIA tem trabalhado em conjunto desde o inicio de 2015, ja
tendo desenvolvido varios produtos de interesse para o setor privado e, em especial, para o
pequenos e microprodutores de ostras.

No presente caso, o resultado final do projeto sera transformado em uma cartilha, que
devera ser usada na orientagao técnica dos ostreicultores atendidos pelo Sebrae. A proposta é
buscar meios de garantir uma maior qualidade das ostras cultivadas e comercializadas por
esses produtores.

10 INDICACAO DE COLABORAGOES OU PARCERIAS JA ESTABELECIDAS
COM OUTROS CENTROS DE PESQUISA NA AREA

Nao havera colaboragao ou parceria com outros centros de pesquisa em um primeiro
momento, mas apenas com o SEBRAE, coimo explicado anteriormente.

Il DISPONIBILIDADE EFETIVA DE INFRAESTRUTURA E DE APOIO
TECNICO PARA O DESENVOLVIMENTO DO PROJETO

O Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA-UFPR) esta sediado no
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana, em Curitiba (PR). Sua estrutura
fisica € adequada para o desenvolvimento de pesquisas e estudos nas mais diversas areas que
envolvem a produgio de organismos aquaticos e impactos ambientais. O GIA conta com dois
laboratérios em Curitiba e um no litoral, no municipio de Pontal do Parana, além de estreita e
longinqua parceria com Laboratério de Dinamica Evolutiva e Sistemas Complexos e com o
Laboratorio de Bioquimica e Genética (LBG), ambos coordenados pelo Dr. Marcio Roberto
Pie, também professor da UFPR.

Laboratorio de Pesquisa com Organismos Aquaticos (LAPOA): Tem uma
estrutura de 600 m? e esta equipado para a realizagio de experimentos com diferentes
espécies de organismos aquaticos, inclusive organismos marinhos, apesar de Curitiba estar
localizada a mais de 100 km do litoral. Atualmente o LAPOA esta estruturado também para a
realizacdo de ensaios biologicos direcionados tanto a avaliagdo de impactos ambientais quanto
ao desenvolvimento de novas tecnologias de producao de organismos aquaticos. O laboratério
sera utilizado no projeto para andlises da qualidade da agua nas regides estudadas. Nele, caso
haja necessidade, ostras poderao ser mantidas vivas para a realizaciao de analises especificas ou
mesmo de experimentos completos.



Laboratoério de Histologia e Microbiologia (LHM): Em uma estrutura de 120
m?2 funciona um moderno laboratério capaz de realizar diversas andlises quimicas, histologicas
e microbiolodgicas. O LHM da apoio aos trabalhos de avaliagio de impactos ambientais, além de
realizar analises microbiologicas de ostras e outros organismos cultivados. Neste projeto, o
laboratorio sera utilizado para recepgao e pré-processamento das amostras coletadas, além de
analises morfologicas das ostras coletadas.

Laboratorio de Dinamica Evolutiva e Sistemas Complexos e Laboratério de
Bioquimica e Genética (LBG): Estes dois laboratérios contam com uma ampla estrutura
para analises genéticas moleculares. Sao equipados com sequenciadores de nova geragao e
aparelhos essenciais para a realizagdo de analises genéticas. O principal foco de ambos é o
estudo de regulagdo da expressdao génica, ecologia molecular, macroecologia e macroevolugio.
Neste projeto serao utilizados para o desenvolvimento/aperfeicoamento do método molecular
e realizacao de andlises microbioldgicas nas ostras coletadas.

12 ESTIMATIVA DOS RECURSOS FINANCEIROS DE OUTRAS AGENCIAS

Neste momento o projeto nao conta com apoio financeiro de outras agéncias de
fomento. O Sebrae/AL investira cerca de R$ 300.000,00 na publicagio do material de
divulgacao gerado a partir dos resultados do presente projeto, no treinamento e qualificagao
de técnicos e agentes multiplicadores e na difusao dos materiais a serem desenvolvidos. Mas,
esses recursos nao serdo utilizados diretamente no projeto, apenas no pos-projeto. Por esse
motivo, nao foram aqui contabilizados como recursos financeiros disponibilizados para a
realizacdo do presente projeto de pesquisa submetido ao CNPq.
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